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Resumen 

RESUMEN 

El glaucoma es una patología neurodegenerativa que cursa principalmente 

con un incremento en la presión intraocular (PIO) y se considera la segunda causa 

de ceguera en el mundo. Es un tipo de neuropatía óptica progresiva en la que se 

produce una degeneración progresiva de las células ganglionares de la retina y sus 

axones, lo que se traduce en un cambio en la apariencia del disco óptico y un 

patrón concomitante de pérdida de visión.  

Existen diferentes modelos animales para el estudio de la patología del 

glaucoma. Entre estos se encuentra el ratón glaucomatoso DBA/2J el cual 

desarrolla de manera natural una enfermedad similar al glaucoma humano, 

viéndose incrementada su PIO alrededor de los 6 meses como consecuencia del 

acúmulo de pigmento en la malla trabecular debido a una dispersión pigmentaria 

de iris. Este modelo ha sido utilizado con anterioridad para investigar los posibles 

fallos en los mecanismos que se pueden producir en las células ganglionares 

durante la patología.  

Ha sido descrito que el dinucleótido Ap4A tiene un importante papel en el 

ojo y es capaz de activar los receptores purinérgicos los cuales están presentes en 

el globo ocular, en estructuras como la malla trabecular, los procesos ciliares y el 

epitelio pigmentado de la retina, entre otras. Se sabe también que el Ap4A está 

involucrado en procesos como la secreción lagrimal, la cicatrización del epitelio 

corneal, la regulación de la presión intraocular y que tiene un efecto 

neuroprotector sobre las terminales nerviosas del cuerpo ciliar. Los niveles de este 

dinucleótido aparecen anormalmente elevados en pacientes con glaucoma (15 

veces más que los pacientes sanos). 

El objetivo principal del presente trabajo ha sido evaluar la relación entre el 

Ap4A y los receptores purinérgicos P2Y1, P2Y2 y P2Y6 en un modelo murino de 

glaucoma. Más concretamente poder describir la evolución de la patología en 

relación con estos receptores, conocer el efecto del Ap4A sobre la presión 
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intraocular en estos animales y también poder dar un nuevo enfoque sobre este 

dinucleótido en relación con el glaucoma y la neuroprotección.  

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos, se llevaron a cabo diferentes 

técnicas en los ratones DBA/2J y C57BL/6J (glaucomatosos y control) como la 

reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa o PCR cuantitativa e 

inmunohistoquímica, con las que pudimos determinar la presencia de estos 

receptores, su evolución con el tiempo y por tanto con el avance de la patología. 

Tomando medidas de PIO, monitorizamos los animales permitiéndonos ver el 

aumento de PIO que se produce con la edad de los mismos y diversos fenómenos 

como la disminución de la PIO, dosis y tiempo dependiente del Ap4A, que al instilar 

de manera continuada el dinucleótido conseguimos prevenir la subida de la PIO de 

los ratones glaucomatosos y que, además, cuando lo combinamos con fármacos 

comerciales, la reducción de la misma se ve incrementada con respecto a cuando 

se instilan solos. Mediante los ensayos de medidas de liberación de calcio al medio 

intracelular por fluorescencia (Fura-2 AM), pudimos observar un efecto sobre 

células microgliales y del epitelio pigmentario de la retina (EPR). 

Como conclusión de esta tesis doctoral, podemos decir que el dinucleótido 

Ap4A es un buen candidato para el tratamiento del glaucoma gracias a su efecto 

hipotensor y a su acción neuroprotectora, debido a que el glaucoma es una 

patología multifactorial y, por lo tanto, debemos manejar diferentes estrategias 

para el tratamiento de la misma. 
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SUMMARY 

Glaucoma is a neurodegenerative pathology, which is related to an increase 

of intraocular pressure (IOP) and it is considered as the second cause of blindness 

worldwide. It causes progressive optic neuropathy that leads into a progressive 

degeneration of the ganglion retinal cells and their axons producing changes on the 

optic nerve and a concomitant visual loss pattern.  

There are different animal models that allow a great study of glaucoma. 

Among these models, the glaucomatous DBA/2J mice suffer a rise in IOP around 

the sixth month of life as a result of iris depigmentation dispersion syndrome. This 

murine model of glaucoma has been used recently in order to widen the 

knowledge about the failures on the mechanisms that take place in the ganglion 

cells. 

It has been described that the dinucleotide Ap4A plays an important role in 

the eye and is able to activate the purinergic receptors. These receptors are 

present in different ocular structures such as the trabecular meshwork, the ciliary 

processes and the pigmented epithelium of the retina. It is known that Ap4A is 

involved in many physiological mechanisms of the eye: increasing tear secretion, 

accelerating corneal wound healing, intraocular pressure regulation and it has also 

a neuroprotective effect on the nerve ending of the ciliary processes. 

The aim of this thesis has been to establish a relationship between the 

dinucleotide Ap4A and the purinergic receptors P2Y1, P2Y2 y P2Y6 in a murine model 

of glaucoma, widening the knowledge of the pathology. More specifically, to 

describe the changes of these receptors with the progress of the pathology, to 

know the effect of the Ap4A in the glaucomatous DBA/2J mice and to give a new 

vision about the dinucleotide and the neuroprotective effect in the pathology of 

glaucoma. 

With the purpose of achieving the proposed aims, different techniques have 

been carried out, like the quantitative polymerase chain reaction or qPCR, 
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immunohistochemistry experiments, intraocular pressure measurements, or Fura-2 

AM assays. These experiments have been performed on DBA/2J and C57BL/6J mice 

and on BV2 microglial cells and ARPE-19 cells. 

We have been able to see the changes of mRNA and of protein in the 

purinergic receptors by making qPCR and immunohistochemistry techniques, and 

with these experiments, we have demonstrated that the expression of some P2Y 

receptors, P2Y1, P2Y2, and P2Y6, changes during the development of the 

glaucomatous pathology in this mouse model. The prevalence of the P2Y2 receptor 

between 9 and 12 months of age, together with the rise in Ap4A concentration, 

may be a contributing factor that helps explain why the pressure is abnormally 

elevated when the pathology is fully established. 

The effect of the topical application of Ap4A on IOP showed interesting 

results: by one hand, the short term experiments showed a reduction on IOP of 

30% approximately in the glaucomatous mice and that the purinergic receptors 

P2Y1, P2Y2, and P2Y6 can be related to these results; on the other hand, the long 

term effect of the topical application of Ap4A delayed the IOP natural rise in the 

DBA/2J, slowing the progression of the pathology down. 

When analysing the functional Ca2+ intracellular dye assay Fura-2 AM we 

observed that the Ap4A produced stimulation on both BV2-microglial and ARPE-19 

cells. In addition, we could see that part of the results was caused by the effect of 

the dinucleotide on the purinergic receptors P2Y1, P2Y2, and P2Y6. Further 

experiments on these cells are needed to have more information and to be able to 

make an appropriate conclusion of the obtained results. 

We can conclude that the dinucleotide Ap4A is a good candidate for the 

treatment of glaucoma due to its hypotensive and neuroprotective characteristics. 

Glaucoma is a multifactorial disease and we should be able to manage more than 

one strategy for its treatment. 
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Introducción 

INTRODUCCIÓN 

1. EL OJO 

El ojo es el órgano de la visión. Está altamente especializado en el proceso 

de la fotorrecepción y la fototransducción, que consiste en captar la luz recibida 

por el ojo y que se transmite a través de las diferentes estructuras oculares y poder 

transformarla en una señal que va desde el nervio óptico hasta el córtex cerebral 

donde se traduce la señal recibida en forma de imagen (Forrester et al., 2016). Para 

que todo este proceso se pueda llevar a cabo tiene que haber un equilibrio entre 

las diferentes estructuras del ojo y un correcto funcionamiento del sistema 

nervioso.  

Como norma general se considera que el ojo es una esfera de 

aproximadamente 25 milímetros de diámetro, un volumen de 6,5 mililitros y una 

longitud axial de 24 milímetros. Además, el resto de estructuras del ojo tales como 

los párpados, pestañas, músculos extraoculares o glándula lagrimal son necesarias 

para el proceso de la visión (Levin and Adler, 2011).  

 

1.1 Descripción de las estructuras oculares 

Anatómicamente el ojo se puede dividir en tres capas o túnicas 

fundamentales:  

 La capa fibrosa o corneoescleral: es la capa más externa y resistente de las 

capas del ojo. Recubre y protege al resto de los tejidos oculares. Está 

formada por la esclera, la cual confiere la resistencia adecuada al globo 

ocular y por la córnea, que es la responsable de la protección del globo 

ocular a posibles daños biomecánicos e infecciones y también es 

responsable del efecto refractivo en el ojo debido a su transparencia 

conferida por la avascularidad (Kim et al., 2014, Meekins et al., 2016, 

Forrester et al., 2016) Estás dos estructuras (esclera y córnea) están unidas 
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entre sí por el limbo esclerocorneal, que aporta nutrientes a la córnea 

periférica y ayuda a la cicatrización corneal en su parte externa. En su parte 

interna se encuentran alojadas las estructuras implicadas en las vías de 

drenaje del humor acuoso (McMenamin, 1991, Forrester et al., 2016). 

 La túnica vascular: se encuentra entre la túnica fibrosa más externa y la 

sensorial más interna. Está compuesta por la coroides que se extiende 

desde la ora serrata hasta la inserción del nervio óptico y está muy 

vascularizada, nutriendo las capas más externas de la retina y de la úvea, la 

cual está a su vez formada por el cuerpo ciliar y el iris. Éste es un disco de 

tejido pigmentado contráctil que es capaz de regular la luz que pasa a través 

de su apertura central (la pupila) y que divide el globo ocular en la cámara 

anterior y la cámara posterior (Davis-Silberman and Ashery-Padan, 2008, 

Forrester et al., 2016). El cuerpo ciliar alberga los procesos ciliares, los 

cuales son los responsables de la producción del humor acuoso (Levin and 

Adler, 2011). 

 La capa neural o sensorial: Esta capa está formada por la retina 

neurosensorial y el epitelio pigmentado de la retina (EPR). Su principal 

función es convertir la radiación procedente de la luz que ha pasado a través 

de las estructuras transparentes que forman el sistema óptico, en impulsos 

nerviosos que son transmitidos al cerebro para su procesamiento y análisis. 

(Levin and Adler, 2011, Forrester et al., 2016).  

En el interior de estas capas están los dos medios acuosos que sustentan y 

proporcionan tonicidad al globo ocular: el humor acuoso y el humor vítreo. Además 

de las estructuras ya mencionadas, en esta parte interna y dividiendo el ojo en 

cámara anterior y cámara posterior, encontramos el cristalino que es una lente 

biconvexa, avascular y transparente que puede modificar su curvatura durante el 

proceso de acomodación (Forrester et al., 2016).  
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Figura 1. Esquema de las principales estructuras del ojo.  

Modificada del Dr. Soler. URL: https://drsoler.com/problema-de-vision/el-ojo-humano.  

1.2 Procesos ciliares, humor acuoso y presión intraocular 

1.2.1 Los procesos ciliares 

El cuerpo ciliar es un anillo de 5-6 mm de ancho que va desde el espolón 

escleral hasta la ora serrata. El anillo es más ancho en la zona temporal del ojo que 

en la nasal y está dividido en dos zonas, la pars plicata (anterior) y la pars plana 

(posterior). Se podría decir que el cuerpo ciliar tiene forma triangular y que su base 

está en contacto con la cámara anterior y el ápice está en contacto con la coroides. 

Es un tejido multicelular formado por una bicapa de células neuroepiteliales 

secretoras, un estroma subyacente que contiene vasos sanguíneos y células de 

músculo liso postsináptico inervadas por fibras nerviosas simpáticas y adrenérgicas. 

La pars plicata mide 2 mm de ancho y tiene 70 pliegues conocidos como procesos 

ciliares, los cuales tienen 0.5 mm de ancho y de 0.5 mm a 0.8 mm de alto 

https://drsoler.com/problema-de-vision/el-ojo-humano
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compuestos por tejido vascular conectivo, recubierto por un neuroepitelio cúbico 

(Hara et al., 1977, Levin and Adler, 2011, Forrester et al., 2016). El cuerpo ciliar es 

una estructura muy vascularizada y se sabe que funcionalmente interviene en los 

procesos de contracción del cristalino para la acomodación, en la producción de 

glicosaminoglicanos o glicoproteínas del cristalino, en la secreción de moléculas 

antioxidantes, enzimas y neuropéptidos (Bishop et al., 2002). También está 

implicado en la producción del colágeno vítreo y en la producción y drenaje del 

humor acuoso (Forrester et al., 2016) 

Figura 2. Corte histológico del ojo donde se muestran, entre otras estructuras, el cuerpo 
ciliar y el ángulo iridocorneal. 

URL https://nanopdf.com/download/9-organizacion-y-diversidad-de-la-biosfera-
5afa2bb1c5553_pdf. 

Histológicamente los procesos ciliares se dividen en epitelio ciliar 

(pigmentado y no pigmentado), el estroma y el tejido muscular. Las células del 

epitelio no pigmentado (NPE) se encuentran en la parte interna de cada proceso y 

sus ápices están conectados por complejos de unión como lo son las uniones 

estrechas o “tight junctions”. Están en contacto directo con el humor acuoso y la 

capa de células del epitelio ciliar pigmentado (PE). El epitelio pigmentado se 

encuentra en la parte externa, entre el NPE y el estroma ciliar. (Figura 2)  



 

 11 

Introducción 

Embriológicamente, el epitelio no pigmentado corresponde a la 

continuación de la retina neurosensorial. Posee numerosas interdigitaciones en las 

superficies laterales, característico de los epitelios secretores relacionados con 

transporte de fluidos y numerosas invaginaciones en la membrana basal. Las 

células del NPE son cilíndricas y poseen un metabolismo muy activo, con un gran 

número de mitocondrias y retículos endoplasmáticos rugosos. Están involucradas 

en procesos de transporte dependientes de energía, y presentan una mayor 

actividad de la adenilato ciclasa y de la Na+, K+-ATPasa (Ghosh et al., 1991, Forrester 

et al., 2016). 

El epitelio pigmentado de los procesos ciliares corresponde a la 

continuación del epitelio pigmentado de la retina. Tiene una gran superficie de 

contacto con el estroma y por tanto, con el plasma sanguíneo. Las células son 

cúbicas y contienen gran cantidad de pigmento, un gran número de 

interdigitaciones y uniones comunicantes (gap junctions) en los bordes laterales de 

las células y en la zona apical, permitiendo el intercambio de iones y moléculas 

entre ambas capas celulares (Levin and Adler, 2011, Forrester et al., 2016). 

1.2.2 El humor acuoso, producción y drenaje 

El humor acuoso es un fluido transparente que es secretado por los 

procesos ciliares, concretamente por las células del epitelio ciliar no pigmentado 

(NPE).  

En el ojo hay aproximadamente 250 μL de humor acuoso y se producen 

unos 2-4 μL por minuto (McLaren, 2009). Aunque el contenido del humor acuoso 

procede de los capilares fenestrados presentes en el estroma de los procesos 

ciliares como hemos mencionado anteriormente, su composición es diferente al 

plasma sanguíneo. Está compuesto por electrolitos (iones orgánicos e inorgánicos), 

glutatión, urea, aminoácidos, proteínas, las cuales son unas 200 veces menos que 

el plasma sanguíneo oxígeno, dióxido de carbono y agua (Dickinson et al., 1968, 

Krause and Raunio, 1969). La concentración de ácido ascórbico encontrada en el 

humor acuoso es de entre 20 y 50 veces más que la que se encuentra en el plasma 
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sanguíneo, y se ha podido demostrar que esta concentración está elevada es para 

proteger a las estructuras oculares que recubre, de la radiación de luz ultravioleta y 

de los daños que esta puede producir sobre ellas. (Reddy et al., 1998). También 

posee cantidades más elevadas del ion cloruro y de lactato el cual interviene en la 

actividad glucolítica del cristalino y de la córnea (Barany and Kinsey, 1949, Brown et 

al., 1986). 

Se considera un componente importante del sistema óptico/refractivo del 

ojo debido a su transparencia y debido a que posee un índice de refracción de 1.33. 

Contribuye al mantenimiento de un correcto metabolismo ocular, a facilitar el 

aporte de oxígeno y nutrientes necesarios para las estructuras avasculares que 

están bañadas por el mismo (como la córnea o el cristalino), y favorece la 

eliminación de los productos de desecho del metabolismo. Puede actuar también 

como transportador no específico de citoquinas, inmunoglobulinas y 

neurotransmisores. Sin embargo, aunque todas estas funciones son 

fundamentales, la propiedad más importante que tiene el humor acuoso es la de 

regular la presión intraocular del ojo, la cual es controlada por el balance entre la 

producción y el drenaje del mismo. Debido a este proceso, el globo ocular 

mantiene su configuración esférica y sus propiedades ópticas (Civan et al., 1997, 

Díez and Pujol, 2004, Forrester et al., 2016). El equilibrio que se produce entre la 

formación y la evacuación de humor acuoso para mantener la presión intraocular 

está regulado, entre otros, por la presencia en el mismo de ácido hialurónico que 

es capaz de disminuir la resistencia al drenaje a nivel de la malla trabecular 

(Fautsch and Johnson, 2006) y por la presencia de nucleótidos y dinucleótidos 

extracelulares (Mitchell et al., 1998, Pintor, 2003). 

La formación del humor acuoso es un proceso complejo que se produce en 

cuatro fases. En la primera fase, el flujo sanguíneo llega a los capilares fenestrados 

de los procesos ciliares. A partir del plasma procedente de los capilares, las 

macromoléculas se filtran desde los capilares fenestrados hacia el estroma, 

traspasando las células del epitelio pigmentado que están unidas exclusivamente 

por las uniones de la zónula adherens o las uniones en banda, llegando a la cámara 
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posterior. Una vez aquí, son acompañados por un flujo pasivo de agua que sigue el 

gradiente osmótico (Brubaker, 1991). 

El movimiento de solutos a través del epitelio ciliar puede llevarse a cabo a 

través de tres procesos fisiológicos interdependientes: 

Uno es mediante difusión, que consiste es un movimiento pasivo de solutos 

a través de las membranas del epitelio ciliar como respuesta a un gradiente de 

concentración, siendo las sustancias con un coeficiente de liposolubilidad elevado 

las que atraviesan con mayor facilidad la membrana celular (Civan and Macknight, 

2004).  

El segundo proceso es la ultrafiltración, que supone un movimiento pasivo 

de agua y sustancias solubles en agua a través de las membranas celulares como 

resultado de la fuerza hidrostática y se produce como resultado de la diferencia de 

presión entre la presión arterial y la intraocular. En este proceso se produce el 

mayor flujo de plasma sanguíneo a través del endotelio de los capilares fenestrados 

hacia el estroma ciliar. (Bill, 1973, Do and Civan, 2004).  

El tercer proceso consiste en la secreción activa de los solutos de 

ultrafiltrado hacia la cámara posterior, en contra de gradiente y con un consumo de 

energía. A este proceso es el que se le considera el responsable de la formación del 

humor acuoso en sí (Cole, 1977, Goel et al., 2010, Levin and Adler, 2011). 

El humor acuoso es drenado fundamentalmente mediante mecanismos de 

flujo pasivo a través de una red de vénulas libres de sangre llamadas plexo angular 

acuoso. El drenaje del humor acuoso es un proceso que ocurre desde la cámara 

posterior, donde ha sido producido, hasta llegar a la cámara anterior atravesando 

la pupila. Una vez en cámara anterior, será drenado a través de la vía convencional 

o también llamada vía trabecular o a través de la vía no convencional o uveo-

escleral (Brubaker et al., 2001) (Figura 3)  
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La vía convencional supone aproximadamente el 80% de la evacuación del 

humor acuoso en el ser humano (Levin and Adler, 2011). El drenaje por esta vía se 

inicia en el ángulo iridocorneal, donde el humor acuoso fluye a través de la malla 

trabecular, hasta alcanzar el canal de Schlemm y llenar los canales colectores. 

Dentro de las partes de la malla trabecular, la parte más externa es la malla 

cribiforme, que se sitúa por debajo de la pared interna del canal de Schlemm. La 

conformación de esta malla cribiforme consiste en células trabeculares enredadas 

en una matriz extracelular de colágeno, fibras y proteoglicanos, y se cree que es el 

punto principal de resistencia al flujo de salida del humor acuoso. A medida que el 

musculo ciliar se contrae y se mueve hacia el interior, la malla trabecular 

tridimensional se amplia y aumenta la cantidad de espacios libres que hay en la 

malla cribiforme ampliando el canal de Schlemm. Estos dos hechos, contribuyen al 

aumento del flujo de salida del humor acuoso (Barany, 1966, Rohen et al., 1967, 

Abu-Hassan et al., 2014, Forrester et al., 2016). Una vez alcanzado el canal de 

Schlemm el humor acuoso atraviesa la pared interna del endotelio del canal por 

dos rutas: una paracelular, donde el humor acuoso fluye a través de los espacios 

intercelulares del endotelio del canal, y otra ruta, la transendotelial donde se 

Figura 3. Esquema del sistema de drenaje del humor acuoso en el interior del ojo. 

En la imagen A podemos ver como el humor acuoso se produce en los procesos ciliares, pasa a 
través de la pupila hasta la cámara anterior y se elimina a través de la malla trabecular y el canal 
de Schlemm. En la imagen B se muestra el ángulo iridocorneal y el canal de Schlemm ampliado. 
Imagen del Dr. Romera modificada de la realizada para la monografía “cirugía microincisional del 
glaucoma” presentada en la SEO 2016. 
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producen invaginaciones y poros en las células endoteliales que facilitan el drenaje 

mediante vacuolas gigantes. Esta vía es dependiente de la presión intraocular, 

porque las estructuras formadas se incrementan proporcionalmente con el 

aumento de presión y desaparecen cuando disminuye. Aun así, a altas presiones el 

drenaje disminuye debido a la compresión de la red trabecular y del canal de 

Schlemm (Bill, 1973, Grierson and Lee, 1978). El proceso finaliza cuando el humor 

acuoso atraviesa el canal de Schlemm y entra en los canales colectores, donde será 

drenado directamente hacia las venas epiesclerales e intraesclerales.  

Por su parte, la vía no convencional o uveoescleral representa la cantidad de 

humor acuoso que una vez ha entrado en la malla trabecular escapa del flujo 

trabecular y se dirige hacia la parte posterior de la cámara anterior donde es 

filtrado a través de la porosidad del tejido conectivo laxo en el cuerpo ciliar. El 

humor acoso se almacena en el espacio uveo-escleral, un espacio virtual entre el 

cuerpo ciliar posterior, la coroides anterior y la esclera; desde aquí, el humor 

acuoso llega al espacio supracoroidal posterior. Esta es una vía minoritaria, que 

supone entre el 3 y el 10 % del drenaje y es independiente de la PIO (Jackson et al., 

2007). 

1.2.3 La presión intraocular 

Se denomina presión intraocular a la fuerza que soportan los tejidos 

intraoculares. Esta presión se mantiene estable gracias a la existencia de un 

equilibrio entre la producción y el drenaje de humor acuoso (Grant, 1958). Se 

considera de manera global que los valores fisiológicos de PIO varían entre 11 y 21 

mmHg (milímetros de mercurio) y que el riesgo de padecer glaucoma por 

hipertensión empieza con valores superiores a los 21 mmHg. Aun así, es 

importante tener en cuenta diferentes aspectos a evaluar, como el espesor corneal 

que limita los valores de esta medida, el fondo de ojo y el estado del nervio óptico 

y hacer campos visuales para poder determinar la existencia de otros factores 

asociados a la patología. Se puede padecer glaucoma sin tener una PIO elevada y al 
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revés, tener una PIO elevada sin sufrir ninguna consecuencia por ello (Casson, 

2012). 

Uno de los métodos más utilizados para la determinación de la PIO es la 

tonometría. Los tonómetros pueden ser de dos tipos: de aplanación y de 

indentación. El de aplanación, mide la fuerza aplicada necesaria, por unidad de 

superficie, para aplanar la córnea; y el de indentación se basa en el principio de que 

un vástago indenta más un ojo blando que uno duro. La determinación de la PIO en 

humanos proporciona valores promedio de 15-16 mmHg variando en función del 

tonómetro usado y del espesor corneal, siendo el de referencia en la práctica 

clínica el de Goldmann (Goldmann, 1950).   

Una presión intraocular elevada es uno de los riesgos principales para 

desarrollar glaucoma, sin embargo es la parte de la patología más fácil de controlar 

y modificar.  

Dicha presión intraocular no es estable a lo largo del día. Existen variaciones 

de la misma durante el día en ojos normales, siendo mucho mayores en ojos 

glaucomatosos (Asrani et al., 2000). La PIO se puede ver afectada por los ritmos 

circadianos, alcanzando valores máximos a primera hora de la mañana y mínimos a 

última hora del día (Reiss et al., 1984). 

Además, puede estar modificada por la presión de las venas epiesclerales, y 

también por el efecto de las hormonas o de los nervios craneales V y VII ((Perkins, 

1957, Podos et al., 1968, Vajaranant et al., 2010). 

1.3 Retina 

La cámara posterior está delimitada anteriormente por la parte dorsal del 

iris y posteriormente por el vítreo. Es en esta cámara donde se hayan los procesos 

ciliares, responsables de la producción del humor acuoso. La capa neural o 

neurosensorial y el epitelio pigmentado de la retina (EPR) constituyen el límite 

posterior de la cámara vítrea. En la retina es donde tiene lugar la conversión de la 

información recibida del entorno en forma de impulso nervioso para su posterior 

decodificación y análisis en la corteza cerebral (Forrester et al., 2016). 
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La retina está formada por ocho capas, entre las cuales hay diferentes tipos 

de células como células neuronales, pericitos, células gliales, vasculares y microglía 

(Masland, 2001). Todas estas capas están organizadas en capas nucleares y 

plexiformes donde se establecen las conexiones sinápticas:  

 Epitelio pigmentado de la retina (EPR): Es la capa más externa de la 

retina, formada por células epiteliales que contienen una gran 

concentración de melanina, las cuales son responsables de los fenómenos 

de absorción y reflexión de la luz en el interior del globo ocular. 

Estructuralmente limita con la membrana de Bruch de la coroides. Esta 

capa juega un papel fundamental en el desarrollo de la retina ocupándose 

de la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores (Bosch 

et al., 1993) , aportándoles oxígeno y vitaminas implicadas en los procesos 

de fototransducción como el retinol y los retinoides. Además, está 

implicado en el transporte selectivo de iones en los segmentos externos 

de los fotorreceptores (Bok, 1993).  

Figura 4. Esquema Imagen de las capas de la retina.  

URL: https://inof.es/diagnostico-y-tratamiento-de-enfermedades-de-la-macula 
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 Capa de los segmentos de los fotorreceptores (FR): Formada por los 

segmentos externos e internos de los fotorreceptores. 

 Membrana limitante externa (Stefulj et al.): Está conformada por las 

uniones entre los segmentos internos de los fotorreceptores y las 

prolongaciones de las células de Müller. Se sitúa entre los núcleos y los 

segmentos de los fotorreceptores.  

 Capa nuclear externa (CNE): Esta capa se compone de los cuerpos celulares 

de los conos y los bastones. 

 Capa plexiforme externa (CPE): Está constituida además de por los 

contactos sinápticos entre los axones de los fotorreceptores y las dendritas 

de las células bipolares, por las prolongaciones de las células horizontales y 

células interplexiformes. 

 Capa nuclear interna (Zamecnik): En esta capa aparecen los núcleos de las 

células horizontales, las células amacrinas, las células interplexiformes, las 

células de Müller y los somas de las células bipolares.  

 Capa plexiforme interna (CPI): Está formada por los axones de las células 

bipolares y las prolongaciones de las células amacrinas e interplexiformes. 

 Capa de células ganglionares de la retina (CCGR): Principalmente 

compuesta por las células ganglionares, aunque en esta capa también se 

encuentran las células amacrinas desplazadas y las células gliales (los 

astrocitos). 

 Capa de fibras nerviosas de la retina (CFN): Esta capa se compone 

únicamente por los axones de las células ganglionares de la retina. 

Membrana limitante interna (Khor et al.): En esta capa encontramos los 

terminales de las células de Müller (Forrester et al., 2016).  

Además de las células anteriormente mencionadas, en la retina aparecen las 

células de la microglía las cuales tienen una función principalmente 

fagocitadora. Estas células forman parte del sistema nervioso central y se 

caracterizan por sus núcleos pequeños y alargados y por poseer una forma 

particular del cuerpo celular (Vilhardt, 2005). Se encuentran localizadas en toda 
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la retina, pero es en las capas plexiforme externa e interna donde se encuentra 

una mayor densidad de células de la microglía (Provis et al., 1995). Hay que 

señalar que las células microgliales aparecen siempre junto a los vasos 

sanguíneos y alrededor del nervio óptico (Neufeld, 1999). La función de 

“arrastre” o fagocitosis se puede llevar a cabo debido a su capacidad para 

adoptar una forma redonda y corpuscular en forma de gránulos que son 

capaces de emigrar mediante movimientos ameboideos con la parte de 

desecho ya apresada (Aloisi, 2001). Este cambio de morfología puede estar 

causado por la presencia de un patógeno, cuerpos extraños, restos de las 

células de alrededor o bien en una situación de hipoxia, trauma o inflamación. 

(Raibon et al., 2002, Kaur et al., 2013). Una vez que han podido fagocitar el 

material de desecho, la mayoría de las células de la microglía vuelven a su 

posición de origen recuperando su forma en reposo, siendo ésta en forma de 

dendrita (Jonas et al., 2012). Estas células han adquirido recientemente un 

interés especial porque, aunque no se puede evitar que las células neuronales 

mueran, sí pueden ayudar a que sobrevivan otras ocupándose del entorno 

dañino de las mismas (Toku et al., 1998).  
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2. GLAUCOMA 

2.1 Descripción 

Actualmente el glaucoma se define como una neuropatía óptica crónica, que 

está presente cuando en al menos uno de los dos ojos existen defectos funcionales 

y estructurales (pérdida de visión y pérdida de campo visual). Además, este daño 

tiene que estar acompañado de pérdida de fibras nerviosas tanto en retina como 

en el nervio óptico (Foster et al., 2002, Quigley, 2011). 

De acuerdo a la organización mundial de la salud, el glaucoma es la principal 

causa de ceguera irreversible en el mundo (Pascolini and Mariotti, 2012).  

En 2013 se estimó que el número de personas de entre 40 y 80 años 

afectadas por glaucoma era de 63,4 millones y se cree que la cantidad de afectados 

irá en aumento y se verá incrementada hasta los 76 millones en 2020 y unos 112 

millones en 2040 (Tham et al., 2014). 

La prevalencia del glaucoma registrada anteriormente estaba estimada en 

60 millones de casos en todo el mundo, algunos sin diagnosticar pero con 

sospechas, de los cuales 8,4 millones eran ciegos de forma bilateral (Quigley and 

Broman, 2006, Quigley, 2011). 

La patología aparece predominantemente en personas mayores y va 

progresando poco a poco. Aun así, puede ocurrir que existan problemas de 

regulación de flujo del humor acuoso en edades tempranas (Grover et al., 2015).  

Los factores asociados al incremento del riesgo de padecer glaucoma son 

una elevada presión intraocular (PIO), una edad avanzada, un historial familiar de 

padecer glaucoma, ascendencia africana o asiática, ser miope y tener una córnea 

central delgada (Alsbirk, 1976, Sommer and Tielsch, 1996, Landers et al., 2002, Heijl 

et al., 2009). Una PIO elevada está considerada el mayor factor de riesgo para 

padecerlo y es el único que puede ser modificado para frenar o retardar la pérdida 

de visión. Incluso para los pacientes que tienen PIO baja pero pierden visión debido 
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al glaucoma, se recomiendan terapias enfocadas al control de PIO. (Lee and 

Goldberg, 2011, Grieshaber and Flammer, 2010). 

Si la presión intraocular se mantiene elevada durante un largo periodo de 

tiempo, además de que se pueda producir daño en la arteria ciliar, existe también 

un daño mecánico del nervio óptico en la parte que se dirige a las áreas centrales 

de la visión (Brusini and Johnson, 2007). Se ha observado en los pacientes con 

glaucoma una atrofia peripapilar de la coroides que está asociada con una 

disminución o pérdida total de las células del epitelio pigmentado de la retina (EPR) 

y también con una disminución o ausencia de los fotorreceptores de la retina 

(Jonas, 1992). Debido al importante daño que se produce a nivel de la retina, 

provocando la perdida de células ganglionares y por consiguiente un cambio en la 

disposición del nervio óptico, el sistema nervioso central que forma parte de la 

retina es capaz de desarrollar un mecanismo para hacer frente a la perdida de 

células (Liu and Hong, 2003) y se ha podido determinar que la microglía está 

activada en la condición de glaucoma (Provis et al., 1995). Es por esto que 

actualmente se considera que sería de gran utilidad desarrollar algoritmos de 

tratamientos dirigido a la neuroprotección de la retina para prevenir la muerte de 

las células ganglionares que se produce en el disco óptico de un ojo glaucomatoso 

(Wang et al., 2016). 

2.2 Diagnóstico 

En las últimas décadas se ha hecho hincapié en la importancia de un 

diagnóstico temprano de la patología del glaucoma. La mayoría de los tipos de 

glaucoma cursan sin dolor y no se aprecia una pérdida de campo visual en los 

estadíos más tempranos, así que el paciente que lo padece no se da cuenta hasta 

que está en una etapa avanzada de la enfermedad (Chauhan et al., 2013, Yu et al., 

2016). Es esencial realizar una observación minuciosa del fondo de ojo mediante 

oftalmoscopía o tomografía de coherencia óptica (OCT) para poder evaluar la 

cabeza del nervio óptico y de las fibras nerviosas de la retina. Estas dos 
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herramientas son bastante útiles, además de para un diagnóstico temprano, para 

los seguimientos posteriores del paciente (Belghith et al., 2016). 

La perimetría o campo visual se realiza como prueba diagnóstica y también 

se emplea para hacer un seguimiento y poder asegurar y conocer el daño del 

nervio óptico, así como para localizar la pérdida de campo de visión. Aunque es una 

prueba subjetiva y por lo tanto, se pueden perder muchas fibras nerviosas antes de 

que se detecte una alteración en el campo visual, nos muestra el defecto que 

afecta al paciente (Musch et al., 2009, Kerrigan-Baumrind et al., 2000). 

La otra prueba fundamental empleada para diagnosticar y hacer el 

seguimiento del glaucoma es la tonometría. Aunque no se puede aplicar este 

criterio a todos los pacientes de glaucoma debido a que algunos cursan con una 

presión intraocular dentro de los valores normales, la mayoría de los pacientes que 

acuden a consulta tienen la PIO elevada. Además, es el único factor que puede ser 

controlado y que compromete la visión del paciente y el desarrollo de la patología 

(Heijl et al., 2002). 

Conociendo la afectación de otras funciones visuales que puede llegar a 

provocar el glaucoma, podría ser interesante incluir en los exámenes de 

diagnóstico y seguimiento otras pruebas como las de visión a color, conocer la 

adaptación a la oscuridad y la sensibilidad al contraste las cuales siempre están 

disminuidas en estos pacientes. Sin embargo, estas pruebas no están incluidas en 

las rutinas habituales de examen para personas con glaucoma ya que existe una 

variabilidad en las respuestas a estas pruebas entre sujetos y no se considera que 

sigan un patrón determinado para establecer una relación resultado-estado (Jonas 

et al., 2017). 

2.3 Tipos de glaucoma 

La clasificación del glaucoma se puede categorizar o bien por si es primario o 

secundario, o bien por si es de ángulo abierto o de ángulo cerrado, aunque ambas 
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clasificaciones son compatibles entre sí. Es importante destacar que todos los tipos 

de glaucoma tienen en común una pérdida de células de la retina. 

El tipo de glaucoma más común es el primario de ángulo abierto, y la edad, 

la raza o la etnia son los riesgos principales para padecerlo. Debido a que la 

esperanza de vida de la población a nivel mundial está incrementándose con el 

tiempo, se ha calculado que en el año 2020 habrá en torno a 11 millones de 

personas que serán ciegas como consecuencia del glaucoma. Se estima que en 

2050 esta cifra se va a duplicar (Quigley and Broman, 2006). En este tipo de 

glaucoma el humor acuoso tiene un tránsito descontrolado y libre en el canal de 

Schlemm y en la malla trabecular. 

En el glaucoma primario de ángulo cerrado la parte periférica del iris está en 

contacto con la malla trabecular y la córnea periférica, bloqueando así el flujo del 
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Figura 5. Esquema simplificado de la clasificación del glaucoma 
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humor acuoso. A pesar de que este tipo de glaucoma es menos prevalente que el 

primario de ángulo abierto, causa más ceguera irreversible en las personas que lo 

padecen (Foster et al., 2000). Aparece normalmente de manera bilateral en los 

pacientes, lo cual hace que sea el que peor pronóstico tiene (Tham et al., 2014). Es 

el tipo de glaucoma más prevalente entre personas asiáticas, concretamente en las 

regiones de India y China (He et al., 2006). 

Existen pacientes que tienen glaucoma normotenso, lo que quiere decir que 

su presión intraocular no está elevada. Se considera un tipo de glaucoma primario 

de ángulo abierto, aunque se ha generado cierta controversia con esta clasificación 

(Lestak et al., 2014). La resistencia al flujo del humor acuoso puede estar 

ligeramente elevada, aunque por norma general, se encuentra en un nivel normal 

(Drance et al., 2001). 

Cuando el glaucoma es de tipo congénito, el flujo en la malla trabecular está 

reducido en la mayoría de los casos por una falta de desarrollo en la misma y el 

canal de Schlemm durante el desarrollo embrionario. El aumento de la presión 

intraocular en niños menores de 2 años causa un crecimiento del ojo, que se 

conoce por buftalmos (Ko et al., 2015). 

El glaucoma secundario de ángulo abierto cursa con una PIO elevada debido 

a que hay una resistencia al paso del humor acuoso a través de la malla trabecular 

y del canal de Schlemm. Bajo estas condiciones se engloba el glaucoma asociado al 

síndrome de dispersión pigmentaria y el glaucoma exfoliativo (Ritch, 1994, Moroi 

et al., 2003). El síndrome de dispersión pigmentaria, como su nombre indica, causa 

la dispersión del pigmento del iris hacia la cámara anterior del ojo. El pigmento se 

acumula en las estructuras de drenaje, lo que provoca una elevación de la presión 

intraocular y finalmente el glaucoma (Scheie and Cameron, 1981). El glaucoma 

causado por el síndrome de dispersión pigmentaria representa entre el 1-1,5% de 

todos los glaucomas. Es más común en hombres que en mujeres, y existen varios 

estudios que prueban que tienen una línea directa de transmisión de padres a 

hijos, hasta en 4 generaciones (Moreno et al., 2014). 
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En el glaucoma secundario de ángulo cerrado el contacto iridocorneal es 

debido a que el iris es empujado debido a una neovascularización del iris o a uveítis 

(Aiello et al., 1994). 

2.4 Genética del glaucoma 

Se ha podido determinar que el glaucoma primario de ángulo abierto está 

asociado con una gran cantidad de genes: CDKN2B-AS1, CAV1 and CAV2, TMCO1, 

ABCA1, AFAP1, GAS7, TXNRD2, ATXN2, la región intergénica del cromosoma 8q22, 

SIX1 y SIX6. (Alward, 1998, Li et al., 2015, Bailey et al., 2016). Concretamente, la 

miociclina, la optineurina y el gen WDR36 han sido asociados con el glaucoma en 

adultos, el gen CYP1B1 al glaucoma en niños y jóvenes, y el gen LOXL1 al glaucoma 

exfoliativo (Stoilov et al., 1997, Monemi et al., 2005, Springelkamp et al., 2015). 

Las asociaciones entre el glaucoma y la genética varían en relación al grupo 

étnico de estudio. Por ejemplo, los alelos que están implicados en la susceptibilidad 

de padecer glaucoma en la población blanca europea no tienen ninguna asociación 

con los que están implicados en la población afro-americana (Khor et al., 2016). 

Teniendo en cuenta los resultados de los estudios genéticos realizados, es 

importante conocer la historia familiar de glaucoma, ya que se verían 

incrementadas las posibilidades de la aparición de la patología teniendo un familiar 

de primer grado que haya padecido glaucoma (Jonas et al., 2017). 

A pesar de los avances en el conocimiento de estos genes y de sus 

mutaciones y de la relación que tienen con el riesgo de padecer glaucoma, no se ha 

podido determinar realmente la contribución que tienen con la patogénesis del 

glaucoma (Jonas et al., 2017). Sin embargo, se tiene en consideración su relevancia 

y se espera poder utilizar estos genes relacionados con el glaucoma como diana 

para nuevos tratamientos (Wiggs and Pasquale, 2017).  
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2.5 Tratamientos para el glaucoma 

Los tratamientos actuales para el glaucoma están enfocados principalmente 

en mantener la presión intraocular controlada, y a preservar la integridad del 

nervio óptico y por tanto prevenir cualquier daño neurodegenerativo que pueda 

causar pérdida de visión al paciente (Noecker, 2006, Parikh et al., 2008). Se 

manejan tres opciones fundamentales a nivel clínico para el tratamiento del 

glaucoma: el farmacológico, terapia con láser y la cirugía. Muchas veces, se 

combina el tratamiento farmacológico con el quirúrgico/láser (Roy Chowdhury et 

al., 2015).  

El tratamiento más extendido y de primera opción es el farmacológico, 

mediante la aplicación tópica de fármacos, instilándolos directamente sobre la 

superficie ocular. Existe una gran diversidad de fármacos que se emplean 

actualmente para mantener la PIO controlada(Noecker, 2006).  

 Prostaglandinas, o análogos de las prostaglandinas (latanoprost, 

travoprost, tafluprost): Son los fármacos de primera elección para el 

tratamiento. Son capaces de aumentar el drenaje uveoescleral del humor 

acuoso. 

 Agonistas de los receptores beta-adrenérgicos (timolol, betaxolol, 

levobunolol y carteolol): Se utilizan como una alternativa a los análogos de 

las prostaglandinas. Disminuyen la producción de humor acuoso en los 

procesos ciliares hasta en un 50%. 

 Agonistas de los alpha2-adrenérgicos (brimonidina y aproclonidina): 

Actúan mediante un mecanismo doble, disminuyendo la producción de 

humor acuoso y aumentando el drenaje de este a través de la malla 

trabecular. 

 Agentes mióticos o parasimpaticomiméticos (pilocarpina): Son los que se 

han utilizado durante más tiempo. Provocan la contracción del musculo 

ciliar ensanchando la malla trabecular y permitiendo el paso del exceso de 

humor acuoso acumulado. 
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 Inhibidores de las anhidrasas carbónicas (acetazolamida, bronzplamida y 

dorzolamida): Son capaces de disminuir la secreción de humor acuoso, 

inhibiendo la actividad enzimática en el cuerpo ciliar. 

Estos fármacos se pueden administrar durante el día o durante la noche en 

función de su forma de actuación. Los análogos de las prostaglandinas, los 

inhibidores de las anhidrasas carbónicas y los agentes mióticos pueden reducir la 

presión intraocular durante el día y la noche, mientras que los bloqueantes beta-

adrenérgicos y los alfa-adrenérgicos son más efectivos sólo durante el día. Ambos 

grupos de fármacos se pueden combinar entre sí para un mejor efecto en el 

tratamiento (Noecker, 2006, Parikh et al., 2008).  

El tratamiento enfocado a mantener los valores de la presión intraocular 

dentro de la normalidad debe ser analizado periódicamente para poder adecuar las 

dosis y los fármacos al estado del paciente. 

A pesar de los beneficios en la regulación de la PIO en los pacientes con 

glaucoma, todos estos fármacos tienen efectos adversos bastante agudos: 

- Los análogos de las prostaglandinas: pueden provocar exacerbación 

del asma, dolor muscular, infección respiratoria superior, o síntomas 

de resfriado. Además pueden producir perdida de grasa orbital, 

oscurecimiento de la pigmentación del iris y pigmentación en la piel 

periocular (Ehongo and Bremer, 2007).  

- Los agonistas de los receptores beta-adrenérgicos: se han asociado 

con arritmias, bradicardias, bajada de la tensión arterial, fallo cardiaco, 

depresión, insomnio y obstrucciones aéreas (Ehongo and Bremer, 

2007). 

- Los agonistas selectivos adrenérgicos alpha-2: se relacionan con 

reacciones alérgicas, sequedad bucal, fatiga, hipotensión y 

somnolencia. 
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- Los agonistas colinérgicos: pueden provocar mareo, dolor de cabeza, 

hipoglucemia, náuseas e incremento salivar y de sudoración (Beckers 

et al., 2008). Además, disminuyen la acomodación en pacientes 

menores de 45 años, y mantienen la pupila contraída, lo que provoca 

una disminución en la visión escotópica y reduce la agudeza visual en 

pacientes con cataratas (Cantor, 1989). 

- Los inhibidores de anhidrasa carbónica pueden provocar reacciones 

alérgicas, sabor metálico, fatiga y trombocitopenia (Beckers et al., 

2008). 

Cuando el tratamiento farmacológico deja de ser efectivo o no es suficiente, 

en muchos pacientes, se complementa este tratamiento con cirugía. La terapia 

quirúrgica consiste en reducir la PIO modificando estructuras del ángulo de la 

cámara anterior y el iris, facilitando así el drenaje del humor acuoso. Se puede 

llevar a cabo mediante láseres, como el láser de argón, el Nd:Yag y el de diodo 

semiconductor. Para esto, se emplean diferentes técnicas: la trabeculectomía, en la 

que se extirpa una parte del trabéculo y del endotelio del canal de Schlemm 

creando una vía de salida para el humor acuoso, y la trabeculoplastia, en la que se 

crea una “lesión” mediante el uso de un láser y se facilita también la salida del 

humor acuoso (Threlkeld et al., 1996). La trabeculectomía es más efectiva que otras 

cirugías menos invasivas como la esclerotomia o la viscocanalostomia, pero tiene 

más riesgo de complicación (Lai et al., 2002). Otro procedimiento quirúrgico similar 

en la técnica de realización y en los efectos producidos a la trabeculectomía son los 

implantes de dispositivos de drenaje del humor acuoso. Estos dispositivos 

consisten en un tubo que se inserta en el espacio subconjuntival y consiguen un 

aumento del drenaje (Gedde et al., 2012). 

Estos tratamientos son los más frecuentes, pero actualmente existen otro 

tipo de fármacos y de dispositivos en estudio que intentan mejorar la calidad del 

tratamiento, aunque muchos de estos tratamientos no evitan los efectos 

secundarios asociados a los fármacos convencionales. 
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Por un lado, se investiga sobre nuevos agentes para mejorar la eficacia de 

los fármacos ya existentes, como geles, liposomas etc. (Yadav et al., 2019). Por otro 

lado, los dispositivos más novedosos en la administración de fármacos son los 

insertados en la parte periocular (en forma de anillo o de matriz que va liberando 

los fármacos hacia el ojo), los tapones punctales o canaliculares, las lentes de 

contacto que eluyen de forma prolongada los fármacos hacia el ojo, las matrices 

bioadhesivas y los implantes que pueden ser subconjuntivales, de cámara anterior 

o intravítreos. Ninguno de ellos ha superado la fase 3 o la fase preclínica, así que no 

se encuentran en uso actualmente (Lin et al., 2017). Por último, se está evaluando 

el uso de una terapia celular con células de la malla trabecular (Zhu et al., 2017).  

Entre los nuevos grupos farmacológicos para el tratamiento del glaucoma, 

se encuentran el empleo de canabinoides (Jay and Green, 1983), los moduladores 

de citoesqueleto celular como el ácido etacrínico (Erickson-Lamy et al., 1992), el 

empleo de inhibidores de las Rho Kinasas (ROCK1 Y ROCK2)(Rao and Epstein, 2007), 

cuyo primer fármaco (Glanatec®) ya ha sido lanzado en Japón (Tanihara et al., 

2016), los inhibidores de óxido nítrico (Neufeld et al., 2002), el empleo de la 

melatonina o de sus análogo 5-MCA-NAT y agomelatina (Crooke et al., 2012, 

Martinez-Aguila et al., 2013, Martinez-Aguila et al., 2016). Por último, mencionar el 

uso de nucleótidos y dinucleótidos como tratamiento eficaz para reducir la PIO 

(Guzman-Aranguez et al., 2013).  

2.5.1 Estructuras oculares involucradas en la penetración de los 

fármacos aplicados tópicamente 

Para conocer mejor cómo actúan los fármacos instilados en el globo ocular 

para producir una reducción de la presión intraocular es interesante tener en 

cuenta ciertos aspectos de las estructuras y de los fluidos oculares implicados en el 

proceso de actuación del fármaco desde que toca la superficie ocular hasta que 

alcanza su objetivo o zona diana.  

Este proceso se puede dividir en dos fases: la fase de penetración y la fase 

de salida. La cantidad de fármaco que puede atravesar la córnea durante la fase de 
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penetración está relacionada con la dinámica de los fluidos oculares y la 

permeabilidad de la córnea. La concentración de un fármaco en la córnea alcanza 

su pico máximo en unos pocos minutos y el fármaco sigue atravesando estructuras 

hasta alcanzar la cámara anterior. En condiciones normales, la llegada del fármaco 

al humor acuoso se regula por sí mismo y tarda hasta 2 horas en alcanzar su pico 

máximo. Si por el contrario la permeabilidad endotelial es alta, la concentración en 

el humor acuoso puede alcanzar su pico entre los 10 y los 20 minutos (Maurice, 

1980).  

Los fármacos que alcanzan el humor acuoso se mezclan con este por 

convección, haciendo que el fármaco pueda entrar en contacto con las diferentes 

estructuras de la cámara anterior como el iris, la malla trabecular, el cuerpo ciliar o 

el cristalino. El fármaco también puede ser absorbido por los vasos sanguíneos de 

la zona uveal anterior o por el cristalino, lo que hace que se pierda rápidamente 

parte de su efecto. Esta pérdida puede variar según el tipo de fármaco (Shell, 

1982). 

2.6 Modelos animales en la investigación del glaucoma 

Como se ha descrito en el apartado 1.2, la presión intraocular es uno de los 

factores de riesgo para desarrollar glaucoma. Es por esto que a nivel de 

investigación se han desarrollado diferentes modelos animales sobre los que poder 

trabajar y poder conocer los mecanismos de la patología y las posibles dianas 

terapéuticas. Estos modelos animales están generalmente manipulados para tener 

hipertensión ocular de manera reproducible y repetible. La mayoría de ellos 

desembocan en la inducción de una presión intraocular elevada crónica, incluso un 

daño o pérdida de la función visual. La complejidad de la patología y sus diferentes 

tipos de glaucoma hace que sean necesarios varios tipos de modelo de 

experimentación animal para poder tener una amplia gama de resultados que 

puedan correlacionarse con la patología en el ser humano (Struebing and Geisert, 

2015). 
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A continuación, se describe brevemente los modelos y los métodos más 

empleados para producir el aumento de la PIO y su posterior estudio: 

 Reducción del drenaje del humor acuoso. El drenaje puede bloquearse 

cauterizando dos o tres venas epiesclerales (Shareef et al., 1995, Mabuchi et 

al., 2003), inyectando solución salina hipertónica en las venas epiesclerales 

(Morrison et al., 1997) o realizando una fotocoagulación láser de las vía de 

drenaje de humor acuoso, malla trabecular, venas perilimbares y 

epiesclerales (WoldeMussie et al., 2001, Levkovitch-Verbin et al., 2002, 

Salinas-Navarro et al., 2009, Vidal-Sanz et al., 2012). Estos experimentos se 

han llevado a cabo en ratas. En ratón se han practicado las mismas técnicas 

de fotocoagulación en las diferentes vías mencionadas anteriormente 

(Aihara et al., 2003, Grozdanic et al., 2003, Salinas-Navarro et al., 2009, 

Gallego et al., 2012, Rojas et al., 2014). 

 Bloqueo del drenaje del humor acuoso a nivel de la malla trabecular. Con 

este sistema se evita la manipulación del sistema vascular del ojo Se puede 

realizar mediante la inyección de diferentes sustancias como microesferas 

de látex en la cámara anterior del ojo (Weber and Zelenak, 2001) o en 

combinación con hidroxipropilmetilcelulosa (Urcola et al., 2006, Sappington 

et al., 2010) lo que desemboca en un bloqueo de los canales de la malla 

trabecular en rata.  

 Aumento de la presión intraocular. Para producir glaucoma crónico en 

conejos, se han practicado inyecciones subconjuntivales de una solución de 

fenol al 5% diluido en aceite de almendras. Estas inyecciones causan un 

aumento de la presión intraocular porque el fenol induce una esclerosis 

vascular en las venas epiesclerales, aunque sin causar ningún daño en el ojo 

(Luntz et al., 1996). La administración sistémica mediante inyección del 

antígeno-S es capaz de simular un modelo de glaucoma uveítico (Mermoud 

et al., 1994). Realizar inyecciones en la cámara posterior en el ojo de conejo 

albino de la raza Nueva Zelanda con α-quimiotripsina también puede 

provocar un glaucoma experimental mediante el aumento de la presión 
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intraocular (Triviño Casado, 1984). Pasados 40 días de la administración de 

la α-quimiotripsina se puede observar una elevación de la presión 

intraocular. Al mantenerse tanto tiempo elevada se llega a producir un daño 

en la cabeza del nervio óptico (Fernandez-Durango et al., 1990). Las 

inyecciones de metilcelulosa al 2% en la cámara anterior del ojo de los 

conejos de la raza Nueva Zelanda también incrementan los valores de la 

presión intraocular, dando lugar en estos animales a un descenso de la 

densidad de células ganglionares y un incremento significativo de la 

densidad de células gliales (Manni et al., 1996). Por otro lado, una única 

inyección ácido hialurónico induce un aumento en la presión intraocular en 

ratas y este aumento se mantiene en el tiempo durante aproximadamente 8 

días (Benozzi et al., 2002). Además estas inyecciones causan cambios 

funcionales e histológicos a nivel de retina, aumentando el daño del nervio 

óptico y de la capa de células ganglionares (Moreno et al., 2005). 

En general, el modelo más empleado para investigar el glaucoma, 

especialmente testando fármacos para reducir la presión intraocular, han sido los 

modelos normotensos a los que se les ha inducido un aumento de la PIO (Gelatt 

and Mackay, 1998). 

Se considera que el empleo de animales de mayor tamaño puede tener 

beneficios en cuanto a una mejor accesibilidad a las diferentes estructuras del ojo y 

a una mayor cantidad de tejido para su posterior análisis. Se han realizado diversos 

estudios en primates induciendo la elevación de la presión intraocular mediante 

coagulación láser de la malla trabecular (Gaasterland and Kupfer, 1974, Quigley, 

1983) en modelos de glaucoma hereditario en perros y gatos (Wyman and Ketring, 

1976, Zhan et al., 1992) y en ovejas y vaca mediante una inyección de esteroides 

para elevar la PIO (Gerometta et al., 2004, Gerometta et al., 2009). 

Los conejos o casi cualquier otro animal, como ratones o ratas, pueden ser 

colocados en un cepo con la cabeza abajo en un ángulo de 80º con la horizontal. 

Esta posición es llamada posición de Trendelenburg (Meyer, 1885) y produce un 
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estasis venoso gravitacional que dificulta el drenaje del humor acuoso y aumenta la 

PIO (Langham and Taylor, 1960). Dado que esta posición es sencilla de realizar y 

claramente produce un incremento de la PIO, puede ser una manera rápida de 

comprobar el efecto de nuevos compuestos para tratar la hipertensión y el 

glaucoma. 

Además de los distintos modelos animales y métodos para estudiar el 

glaucoma existen varias cepas diferentes de ratón para el estudio de la patología ya 

que un solo modelo glaucomatoso no puede abarcar ni todos los aspectos que se 

manifiestan ni todos los tipos de glaucoma que existen en el ser humano 

(Fernandes et al., 2015). Gracias a esta diversidad de modelos se ha hecho un 

cambio de corriente en la última década hacia el uso de los modelos de ratón para 

glaucoma, debido fundamentalmente a la fisiología del segmento anterior del ojo. 

Además, los ratones y los seres humanos comparten patrones cíclicos de la presión 

intraocular a lo largo del día (Savinova et al., 2001, Aihara et al., 2003, Mosaed et 

al., 2005, Lin et al., 2008). También comparten muchas de las mutaciones que 

desencadenan enfermedades en el segmento anterior, y lo más importante es que 

tanto los parámetros fisiológicos en el mecanismo de regulación de producción y 

drenaje de humor acuoso como la respuesta a los fármacos para disminuir la 

presión intraocular es similar entre ambas especies (Aihara et al., 2003, Weinreb et 

al., 2002, Lei et al., 2011, Boussommier-Calleja et al., 2012). Aunque los ratones 

tienen un cristalino más grande que el del ser humano (Schmucker and Schaeffel, 

2004) las consecuencias que tiene el tamaño cristalino en la patología del glaucoma 

no se ha estudiado. 

Existen numerosas líneas murinas en las cuales la patología del glaucoma o 

síntomas y signos asociados al glaucoma aparecen debido a mutaciones genéticas 

que desencadenan un cambio en la fisiología de la dinámica del humor acuoso o en 

la biología de las células de la retina. Un modelo de ratón que desarrolla glaucoma 

y cursa con hipertensión ocular es el DBA/2J (Libby et al., 2005) y el DBA/2NNia 

(Bayer et al., 2001). También se pueden crear ratones transgénicos, que presentan 

una PIO elevada mediante una mutación en la subunidad alfa 1 de colágeno tipo 1 
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(Mabuchi et al., 2004). Existen otros tipos de modificaciones genéticas en los 

ratones que desencadenan una pérdida de células de la retina (Smith et al., 2000) o 

a los que se les induce la patología mediante inyecciones epiesclerales o 

tratamientos con láser como se ha mencionado anteriormente. 

2.6.1 Modelo murino de glaucoma: el DBA/2J 

Los ratones de la cepa DBA/2J se han empezado a utilizar recientemente 

para la investigación del glaucoma. En la mayoría de los casos, este modelo animal 

se ha empleado para el estudio del estado de la retina de diversas formas, 

enfocados principalmente a la neuroprotección de la misma (Howell et al., 2007, 

Froger et al., 2012, Inman et al., 2013). Incluso tratándose de estudios que 

consistían en la administración de fármacos para reducir la presión intraocular en 

estos ratones glaucomatosos, la meta de estos fue estudiar el estado de la retina 

tras su administración (Schuettauf et al., 2002, Saleh et al., 2007). 

El ratón DBA es muy interesante para el estudio de glaucoma ya que 

desarrolla progresivamente cambios en sus ojos, incluyendo atrofia de iris, 

dispersión pigmentaria y perdida de las células ganglionares de la retina (Chang et 

al., 1999, Anderson et al., 2001, Inman et al., 2006). Esto se traduce en que los 

ratones DBA desarrollen glaucoma con la edad, causado por la dispersión 

pigmentaria de iris y atrofia estromal del mismo como resultado de mutaciones 

producidas en los genes proteína glicosilada Gpnmb y proteína 1 relacionada con la 

tirosinasa tyrp1, involucrado en la síntesis de la melanina y la estructura de los 

melanocitos (los alelos mutados son GpnmbR150X y tyrp1b). Su fenotipo tiene 

bastantes similitudes con el glaucoma pigmentario en los humanos (John et al., 

1998, Libby et al., 2005, Howell et al., 2007), y se considera un glaucoma de tipo 

pseudoexfoliativo (Anderson et al., 2002). El acumulo de pigmento en la malla 

trabecular de los ojos de estos ratones DBA pueden ocluir los espacios de la malla y 

producir que el drenaje del humor acuoso decaiga, dando lugar a una presión 

intraocular elevada. Los valores de presión intraocular se elevan progresivamente 

entre los 2 y 6 meses de edad, siendo muy significativo entre los 8 y 12 meses 
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(Saleh et al., 2007, Harazny et al., 2009) alcanzando el máximo valor de presión 

intraocular una vez que el animal alcanza los 11 meses de edad (Scholz et al., 

2008). 

 

Los ratones C56BL/6J son homocigotos para los genes GpnmbR150X y tyrp1b y 

debería compartir con los DBA/2J la fuerte subida de presión intraocular y el 

desarrollo del glaucoma. Sin embargo, los ratones C57BL/6J rara vez desarrollan el 

síndrome de dispersión pigmentaria (Anderson et al., 2006). Esta respuesta 

diferente al desarrollo del síndrome de dispersión pigmentaria por parte de las dos 

cepas de ratón puede representar el síndrome de dispersión pigmentaria en 

humanos, y que sólo una parte de ellos desarrolla hipertensión ocular (Siddiqui et 

al., 2003). 

Estos ratones no sólo presentan cambios a nivel de cámara anterior, sino 

que se ha descrito que a nivel de retina y de células ganglionares experimentan los 

procesos asociados al glaucoma, como la disminución de transporte axonal y 

pérdida de las células ganglionares asociados al incremento de la presión 

intraocular (Danias et al., 2003, Libby et al., 2005, Crish et al., 2010). También ha 

sido posible observar en este modelo animal una elevada actividad de la microglía a 

nivel de las capas más internas de la retina y en la región de la cabeza del nervio 

óptico, la cual aparece después del primer mes de vida y se va incrementando 

entre los 5 y los 8 meses de edad llegando a aparecer activadas incluso lejos del 

Figura 6. Evolución del polo anterior del ratón DBA/2J con la edad.  

Imagen modificada de (Libby et al., 2005). 

4	meses	 6	meses	 9	meses	

A	 B	 C	 D	

12	meses	
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nervio óptico (Bosco et al., 2011). Debido a que la presión intraocular en este 

modelo animal se eleva por una disfunción en el flujo del humor acuoso, se ha 

estudiado acerca de la dinámica de este y de los cambios en los procesos ciliares y 

en el ojo utilizando imágenes de resonancia magnética. Esto ha permitido una 

nueva vía de observación en los estudios de fármacos aplicados tópicamente para 

el tratamiento del glaucoma en este modelo animal y así observar su 

comportamiento en función del estado de la patología (Crosbie et al., 2019). En 

relación con el tratamiento del glaucoma a nivel de polo posterior, se han llevado a 

cabo varios estudios en este modelo animal sugiriendo un efecto neuroprotector 

mediante la regulación de la concentración del Ap4A a nivel de retina (Perez de Lara 

et al., 2018) o tratando los nódulos de Ranvier que aparecen asociados a la 

patología (Smith et al., 2018).  

A pesar de que el tratamiento que más se emplea para el glaucoma es la 

administración tópica de agentes que reducen la presión intraocular, no existen 

muchos artículos científicos en modelos animales con la presión elevada de forma 

natural, como el DBA/2J, donde se vea el efecto de este tipo de tratamiento. A 

excepción del artículo de 2016 de Sawada et al, donde probaron el efecto a corto 

plazo de dorzolamida, timolol, una combinación del timolol y la dorzolamida, 

brimonidina y travoprost (Sawada et al., 2016), obteniendo como resultado que 

todos los fármacos, salvo el timolol y la combinación de este con la dorzolamida, 

eran capaces de reducir la PIO en los ratones DBA/2J. 
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3. NUCLEÓTIDOS, DINUCLEÓTIDOS Y RECEPTORES 

PURINÉRGICOS 

3.1 Los nucleótidos 

Los nucleótidos son moléculas orgánicas que actúan como mensajeros 

extracelulares y cuentan con una numerosa implicación en diversos procesos 

biológicos y bioquímicos a nivel celular, siendo el ATP el nucleótido más 

importante, universalmente conocido por ser la fuente de energía en los procesos 

metabólicos pero que también es capaz de participar en funciones vitales, tales 

como la apoptosis celular (Elliott et al., 2009), el mantenimiento de gradientes 

iónicos de membrana, en la regulación enzimática, la síntesis de macromoléculas, y 

actuando como sillar estructural de ácidos nucleicos o en el trabajo mecánico del 

movimiento celular (Lazarowski et al., 2003). En condiciones fisiológicas normales 

el ATP se libera en conjunto con diversos neurotransmisores como la acetilcolina, la 

norepinefrina, el glutamato etc. (Burnstock 1999). 

Este nucleótido púrico no es el único que participa en estos procesos, 

también lo hace el ADP y de la misma forma, los nucleótidos pirimidínicos (UTP y/o 

UDP) participan en procesos metabólicos. Podemos decir que el ATP, UTP, ADP y 

UDP tienen un papel importante en diferentes funciones que incluyen la 

neurotransmisión excitatoria, el procesamiento del desarrollo, funciones 

pulmonares, del dolor, auditivas y oculares, en la apoptosis, la formación en la 

metástasis etc. (Williams and Jarvis, 2000). 

La mayoría de las acciones de los nucleótidos se llevan a cabo actuando en 

la membrana de los receptores purinérgicos o P2 (Pintor and Miras-Portugal, 

1995b). 
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 Dinucleótidos: El Ap4A y su papel en el ojo 

Los dinucleótidos diadenosina polifosfatos son compuestos naturales 

formados por dos moléculas de adenosina unidas en las posiciones 5´por una 

cadena de grupos fosfatos de longitud variable que puede oscilar entre 2 y 7 

fosfatos (ApnA n=2-7) (Miras-Portugal et al., 1999) y que desempeñan un papel 

destacado a nivel celular, tanto en el núcleo como en el citosol de la misma 

(Zamecnik, 1992). La estructura de estas moléculas es importante por la capacidad 

que tienen para unirse a los receptores purinérgicos.  

 

 

El Ap4A se almacena y se libera junto a los mononucleótidos (AMP, ADP y 

ATP) al medio extracelular desde los gránulos de las plaquetas, de las cromafinas, y 

también desde las terminales sinápticas (Rodriguez del Castillo et al., 1988, Pintor 

et al., 1993, Pintor and Miras-Portugal, 1995a). El sistema vascular es el lugar 

donde existe el mayor reservorio de los dinucleótidos diadenosina tetrafosfato 

(Schluter et al., 1994). La concentración del Ap4A en las plaquetas y en las células 

cromafinas es unas 22 veces inferior a la concentración del nucleótido Adenosina 

trifosfato ATP (Pintor et al., 1992). 

Figura 7. Estructura de la molécula de diadenosina tetrafosfato.  

La longitud de la cadena polifosfatada que une los motivos de adenosina es de 4 fosfatos. 
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Además de contar con la presencia del dinucleótido en la mayoría de los 

sistemas del cuerpo, se ha demostrado que el dinucleótido Ap4A está presente y 

forma parte de diferentes procesos en todas las estructuras del ojo: 

- En superficie ocular está presente tanto en lágrima tanto de conejo 

como de humano a una concentración del orden de micromolar (Pintor et al., 

2002a) y tiene un efecto a nivel de secreción lagrimal, ya que su aplicación tópica 

es capaz de incrementar la secreción lagrimal en torno a un 60% sobre los valores 

normales (Pintor et al., 2002b). El Ap4A tiene un papel en la cicatrización corneal, 

acelerando la velocidad del proceso cuando se aplica tópicamente (Pintor et al., 

2004a). El aumento de la velocidad de cicatrización también se produce a nivel 

celular y está relacionado con el receptor P2Y2 (Mediero et al., 2006).También es 

capaz de modular los niveles de lactoferrina y lisozima (Peral et al., 2008) y de 

aumentar la secreción de mucinas en las células Goblet (Murakami et al., 2003, 

Carracedo et al., 2016). 

- A nivel de cámara anterior se ha comprobado la presencia de 

dinucleótidos en el humor acuoso, pudiendo incluso llegar a cuantificar que los 

niveles de Ap4A en el humor acuoso de conejo son de en torno a 0.34 mM (Pintor 

et al., 2003) y en humano aproximadamente del orden de 0.02 mM (Castany et al., 

2011). Se cree que el origen de los dinucleótidos en el humor acuoso es mediado 

por el epitelio del cuerpo ciliar (Pintor et al., 2003). Todos los tejidos bañados por el 

humor acuoso tienen receptores purinérgicos, por lo que tanto dinucleótidos como 

sus metabolitos pueden regular sus funciones fisiológicas incluyendo el transporte 

de fluido corneal endotelial y la producción y el drenaje del humor acuoso (Crooke 

et al., 2008). En la actualidad se conoce que la instilación tópica de Ap4A en conejo 

produce un descenso en la PIO (Pintor, 2003). Sin embargo, al estudiar el efecto en 

los diferentes tejidos de la cámara anterior se observa cómo se produce un efecto 

contrario entre la malla trabecular y el cuerpo ciliar, facilitando el drenaje en la 

primera, pero incrementando la producción del humor acuoso desde el segundo. 
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Se ha demostrado que el Ap4A tiene un efecto neuroprotector a nivel de 

procesos ciliares del ojo, ayudando a prevenir la degeneración a nivel de los nervios 

intraoculares (Hoyle and Pintor, 2010). 

- El cristalino Es el tejido con mayor concentración de nucleótidos en 

todo el cuerpo y es capaz de secretar dinucleótidos. El epitelio del cristalino puede 

estar sometido a los nucleótidos que están presentes en el humor acuoso, ya que 

este fluido baña continuamente la superficie del mismo (Pintor, 2011). 

- En la cámara posterior del ojo, el Ap4A no tiene un papel tan amplio 

como lo puede tener en otros tejidos del globo ocular. No obstante, sí que se 

conoce la función de otros dinucleótidos en cámara posterior, como el INS37217, 

que se ha usado con buenos resultados para tratar el desprendimiento de retina 

reabsorbiendo la bulla entre la capa de la retina del epitelio pigmentado y la retina 

neural (Maminishkis et al., 2002). Algunos dinucleótidos están presentes en la 

coroides y pueden activar los pericitos del sistema microvascular de la retina 

induciendo un aumento de los niveles de calcio y produciendo contracción celular 

(Kawamura et al., 2003, Sugiyama et al., 2006). Recientemente se han descrito 

cambios de la concentración del Ap4A durante la degeneración de la retina causada 

por el glaucoma. Este aumento de la concentración del dinucleótido a su vez 

produce cambios en la actividad de las ecto-nucleotidasas y da lugar a una 

liberación concomitante de ATP, la cual induce diferentes cambios fisiológicos 

como la apoptosis celular al estimular los receptores P2X7, sugiriendo que si se 

mantienen en valores normales, podría contribuir a la protección frente al daño 

retiniano (Perez de Lara et al., 2018).  

 

3.2 Receptores purinérgicos 

En 1976 fue definido por primera vez el sistema de señalización purinérgica, 

el cual empleaba nucleótidos y nucleósidos como mensajeros extracelulares 

(Burnstock, 1976). Fue en 1985 cuando se determinó por primera vez la existencia 

de los dos subtipos de receptores purinérgicos P2X y P2Y (Burnstock and Kennedy, 
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1985). Los receptores purinérgicos son unos excelentes mensajeros extracelulares 

dirigidos a células de tipo no neuronal, incluyendo células secretoras, exocrinas y 

endocrinas, células endoteliales, del sistema inmune, músculo-esqueléticas y 

células inflamatorias (Burnstock and Knight, 2004). Conforman un sistema eficaz y 

rápido en el proceso la neurotransmisión, neuromodulación y secreción, y a su vez 

tienen un efecto prolongado en la proliferación, diferenciación, migración y muerte 

en el desarrollo y regeneración en general (Burnstock, 2016). Los estudios sobre 

estos receptores y el sistema purinérgico han continuado hasta la actualidad, ya 

que a lo largo de los años se ha podido descubrir que actúa como un importante 

mecanismo terapéutico en un gran abanico de enfermedades, debido a su papel 

regulador en las principales funciones biológicas (Burnstock and Volonte, 2012). Se 

considera que actuar sobre los receptores P2X y/o P2Y puede servir para 

tratamiento de la hipertensión y del fallo cardiaco congénito (Balogh et al., 2005, 

Nishimura et al., 2017). Más específicamente, los receptores P2Y que han sido los 

receptores de estudio en el presente trabajo son importantes en enfermedades 

como la diabetes (Solini et al., 2003) artritis, osteoporosis, osteolisis inducida por 

tumor y periodontitis (Dixon and Sims, 2000), fallo renal o hígado poliquístico 

(Turner et al., 2004), fibrosis quística (Bennett et al., 1996) y bronquitis crónica 

(Olivier et al., 1996), entre otras. En el campo de oftalmología se emplean 

tratamientos relacionados con los receptores P2Y en el desprendimiento de retina 

o en patologías como el ojo seco (Maminishkis et al., 2002, Nichols et al., 2004), en 

la ayuda a la cicatrización (Klepeis et al., 2004) y como tratamiento para glaucoma 

(Pintor, 2003).  

Los receptores P2X son más restrictivos, estructuralmente hablando, que los 

P2Y en cuando a la selectividad de los agonistas. Los primeros responden 

principalmente al ATP como el ligando activo, mientras que los receptores P2Y 

pueden ser activados por un grupo de 5 o más nucleótidos incluyendo el ADP y el 

UDP entre otros (Lazarowski et al., 2003). 
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 Receptores ionotrópicos P2X 

Los receptores P2X son canales iónicos integrados en la membrana 

plasmática y están involucrados en la neurotransmisión excitatoria rápida (del 

orden de milisegundos). Una vez activados son capaces de mediar el paso no 

selectivo de cationes como el Na+, K+ y Ca2+ (Ralevic and Burnstock, 1998, North, 

2002). Debido a su rápida capacidad de respuesta estos receptores se encuentran 

localizados en tejidos con células excitables, como las células musculares lisas, la 

glía y las neuronas (Edwards et al., 1992, Sneddon et al., 2000). Se han clonado 

siete receptores P2X (P2X1-7) y todos ellos comparten la misma topología en las 

subunidades. Cada monómero está formado por dos dominios transmembrana que 

regulan la apertura de los canales, un bucle extracelular con diez residuos de 

cisteína, y un terminal NH2 (N-terminal) y COOH ( C-terminal) intracelular, siendo el 

extremo C-terminal el que confiere las propiedades específicas de cada subunidad 

P2X (Vial et al., 2004, Silberberg et al., 2005). Las subunidades se ensamblan en 

trímeros formando homo o hetero-oligómeros y así conforman canales funcionales 

nativos, ya que por sí solas carecen de funcionalidad (Nicke et al., 1998). 

 

 

NH2	 COOH	

Ca2+	
Na+	

K+	

Figura 8. Esquema representativo de los receptores P2X 
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Los receptores P2X se pueden dividir en dos grupos fundamentales, en 

función de su afinidad con sus antagonistas. Al grupo 1 pertenecen los subtipos 

P2X1 y P2X3 y se caracterizan por tener una gran afinidad con el ATP y por activarse 

y desensibilizarse rápidamente, siendo el análogo de ATP 3´-O-(4-benzoil) o benzoil 

ATP (BzATP) el agonista más potente para estos receptores. Otros agonistas, 

aunque menos efectivos, son el 2-metiltio ATP (2-MeSATP) y el ,-metilen ATP 

(,-meATP) y ,-metilen ATP (,-meATP) que se utiliza sólo como agonista 

selectivo de P2X1. Como principales antagonistas, se encuentran los diinosina 

polifosfatos para el receptor P2X1 y la suramina para el P2X3. En el grupo 2 estarían 

incluidos los subtipos P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 y P2X7 que tienen una baja afinidad por 

el ATP, así como una desensibilización lenta y una despolarización sostenida. 

Aunque el agonista principal sea el ATP, también actúan como agonistas para el 

subtipo P2X2 el 2-meATP y el ATPS. En el caso del P2X4 y del P2X5 también se 

pueden activar por 2-MeSATP, y para el P2X7 es el BzATP. Los antagonistas de este 

segundo grupo son el PPADS, el 2,4,6-trinitrofenol adenosina 5´-trifosfáto (TNP-

ATP) y el reactivo azul-2 (RB-2) para P2X2, el PPADS o la suramina para P2X5 y el 

azul brillante G (brilliant blue G: BBG) para el P2X7. Los diadenosina polifosfátos 

pueden ser también agonistas de los receptores P2X. El Ap6A es un agonista de 

P2X1 mientras que el Ap5A y el Ap4A son agonistas parciales del mismo (North, 

2002, Gever et al., 2006, Coddou et al., 2011). 

Los receptores P2X se expresan en todo el organismo y son capaces de 

mediar en procesos diversos como la transmisión sináptica o la coagulación 

sanguínea (Robertson and Edwards, 1998, Sneddon et al., 2000). 

Son varias las estructuras oculares en las que estos receptores tienen un 

papel importante. En concreto, el receptor P2X7 ha sido ampliamente estudiado y 

está presente en la glándula lagrimal, siendo activado por el ATP, el cual actúa 

como un agonista que provoca el incremento de la secreción lagrimal (Hodges et 

al., 2009). También está presente en la córnea y es capaz de modular su integridad 

(Mayo et al., 2008). Además, se ha podido demostrar el efecto de los dinucleótidos 
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sobre estos receptores, comprobando el efecto hipotensor del receptor P2X1 

cuando se activa con Ap4A (Guzman-Aranguez et al., 2007). A nivel de polo 

posterior cabe destacar que los receptores P2X son capaces de modular la 

señalización visual (Chavda et al., 2016).  

Tabla 1. Clasificación de los receptores P2X.  

 Los datos reflejados en la tabla están modificados de (Guzman-Aranguez et al., 2007, 
Jacobson, 2010, Burnstock, 2014). 

Receptor Agonistas principales Antagonistas Distribución mayoritaria 

P2X1 

BzATP> Lβ,γ-meATP≥ ATP= 
2-MeSATP= α,β-meATP; 

PAPET-ATP 
Ap6A> Ap5A> Ap4A> Ap3A 

NF449> IP5I> TNP-ATP> 
RO0437626> NF110> NF279, 

NF023, RO1; MRS2159> 
PPNDS; Suramina= PPADS; 

Cerebro, médula espinal, 
músculo liso, plaquetas, 

ganglios simpáticos  

P2X2 

ATP≥ATPγS≥2-MeSATP>> 
α,β-meATP>β,γ-
CF2meATP;BzATP 

Ap4A 

PSB-1011> RB2= NF279, 
isoPPADS> PPAD> Suramina, 

NF770, NF778, 
aminoglicosido; TNP-ATP 

Cerebro, médula espinal, 
ganglios simpáticos, 
neuronas sensoriales 

P2X3 
2-MeSATP≥ ATP≥ α,β-

meATP; PAPET-ATP; BzATP 
Ap3A> Ap4A> Ap5A> Ap6A 

TNP-ATP,iso-PPADS> 
A317491> NF110> PPADS, 

IP5I, rojo fenol, RO4, RN1838, 
espinorfina, AF353; RO85 

Cerebro, pituitaria, médula 
espinal, ganglios 

simpáticos, neuronas 
sensoriales 

P2X4 

ATP> α,β-meATP,CTP,2-
MeSATP; BzATP 

Potenciación por 
invermectina y azul de 

cibacron y RB-2 
Ap6A>Ap4A  

5-BDBD>>TNP-ATP, 
PPADS>BBG, paroxetina, 

fenoftaleína, CORM2, 
fluoxetina 

Cerebro, médula espinal, 
ganglios simpáticos, 

testículos, colon. 

P2X5 
ATP= 2-MeSATP=ATPγS>>> 

α,β-meATP; GTP 
Ap4A> Ap5A> Ap6A> Ap3A 

BBG> PPADS> Suramina> RB-
2; TNP-ATP 

Médula espinal, ganglio 
del trigémino, células 

proliferativas de la piel, 
timo, vejiga 

P2X6 
Sólo como 

heteromultímero 
Sólo como heteromultímero 

Ganglios simpáticos, 
cerebro, médula espinal 

P2X7 

BzATP>> ATP≥2-MeSATP>> 
α,β-meATP= β,γ-meATP 
Ap2A; Ap3A; Ap4A; Ap5A; 

Ap6A; (1mM) 

A-740003> A-438079; BBG; 
A804598; AZ11645373: A-

847227: AZ-10606120; CBB; 
GSK314181a: GSK1482160; 
suramina, PPAD, KN-62(no 

competitivos); KN-04; 
MRS2427; RN-6189; 

GSK1370319; AZ-109056; 
AZD_9056; CE-222,535; 

oxATP 

Ganglios de reina y cóclea, 
células inmunes, cerebro, 

médula espinal, páncreas y 
piel 
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Receptores metabotrópicos P2Y 

Los receptores P2Y son miembros de la familia de los receptores acoplados a 

la proteína G (Burnstock and Kennedy, 1985). Contienen las características típicas 

de estos receptores, como siete dominios transmembrana hidrofóbicos conectados 

entre sí por tres lazos extracelulares y tres lazos intracelulares. El extremo N-

terminal extracelular presenta sitios para la glicosilación y el dominio intracelular C-

terminal contiene sitios potenciales para la fosforilación. Pueden acoplarse a 

proteínas transmembrana como PLC y la adenilato ciclasa o a canales iónicos 

mediante la interacción con las subunidades específicas de las proteínas G, 

pudiendo activar diferentes mecanismos de señalización intracelular (Ralevic and 

Burnstock, 1998, Abbracchio et al., 2003). Ambos forman parte del proceso de 

desensibilización en internalización del receptor (Jacobson et al., 2012). 

En humano o en mamífero se han clonado y caracterizado ocho subtipos de 

los receptores P2Y: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 y P2Y14 (Abbracchio et 

al., 2006). Desde un punto de vista de la transducción de la señal la activación de 

muchos receptores purinérgicos está relacionada con las proteínas quinasas 

activadas por mitógenos o MAP quinasas, en concreto con la proteína quinasa 

regulada por señal extracelular o ERK ½ (Neary et al., 1998). Los receptores P2Y1, 

P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 se acoplan a las proteínas Gq para la estimulación de la 

fosfolipasa C seguido de la producción de inositol trifosfato (IP3) y la liberación de 

Ca2+ desde los reservorios intracelulares (Burnstock, 2007, Jacobson et al., 2012). 

Estos receptores también activan la proteína quinasa C (PKC) en aquellas células 

que la expresan, activando a su vez diversas cascadas de señalización secundarias 

(Erb et al., 2006).  
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Además, se sabe que el receptor P2Y11 estimula la actividad de la adenilato 

ciclasa a través de las proteínas Gs (Communi et al., 1997) y que es el único que es 

capaz de acoplarse a proteínas Gq y Gs (Sunahara et al., 1996). También se tiene 

constancia de que P2Y12, P2Y13 y P2Y14 se acoplan a la inhibición de la adenilato 

ciclasa vía Gi/o, con el consecuente descenso de los niveles de AMPc intracelular 

(Hollopeter et al., 2001, Jacobson et al., 2012). 

Existe una caracterización de los receptores P2Y en función de sus 

respuestas a los nucleótidos, que actúan como agonistas y los antagonistas 

selectivos de cada uno de los subtipos de los P2Y. Según esto, los receptores P2Y1, 

P2Y11, P2Y12 y P2Y13 se activan selectivamente mediante nucleótidos de adenina, 

concretamente el agonista natural más potente para el receptor P2Y1 es el ADP, y 

el compuesto sintético 2-MeSADP (2-metiltioADP) también actúa como agonista de 

este receptor con una afinidad 10 veces superior que el agonista natural (Waldo 

and Harden, 2004). P2Y12 y P2Y13 se activan por ADP y por derivados sintéticos de 

ADP (Takasaki et al., 2001) y el receptor P2Y11 se activa mediante ATP (Communi et 

al., 1999). Por su parte P2Y2 y P2Y4 se activan tanto por nucleótidos de adenina 

como por nucleótidos de uracilo: el receptor P2Y2 se estimula equipotencialmente 

NH2	

COOH	

PROT-Gq	

PLC	IP3	

RE	

Ca2+	

Figura 9. Esquema representativo de la activación de un receptor P2Y 

Dicho receptor se encentra ligado a la proteína Gq cuya activación provoca la 
consiguiente liberación de Ca2+ desde el retículo endoplasmático hasta el espacio 
intracelular. 
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por ATP y UTP (Lazarowski et al., 1995) mientras que para el receptor P2Y4 es 50 

veces más potente el UTP que el ATP (Communi et al., 1996). El receptor P2Y6 se 

activa por nucleótidos de uracilo, es un receptor selectivo para UDP, siendo el 

agonista que ejerce mayor efecto sobre este receptor (Nicholas et al., 1996, 

Pendergast et al., 2001) Por último, el receptor P2Y14 es activado mediante 

derivados de los azucares de UDP (von Kugelgen, 2006). 

Respecto a cómo se antagonizan estos receptores, la mayoría de los 

antagonistas que existen afectan a más de un receptor: El PPADS y el reactivo azul 

2 (RB2), inhibe varios subtipos de P2Y teniendo mayor efectividad con los 

receptores P2Y1 y P2Y6. La suramina actúa sobre todos los receptores P2Y sensibles 

a nucleótidos excepto el P2Y4. Existen pocos antagonistas específicos, que ayudan a 

poder identificar a ciertos receptores de manera específica. Uno de estos 

antagonistas específicos es el compuesto MRS2179 que actúa sobre el receptor 

P2Y1. Por su parte, el análogo de DIDS 1,2-di-(4-isotiocianofenil)etano, el MRS2567 

es capaz de inhibir el receptor P2Y6 sin producir ningún efecto en P2Y1, P2Y2, P2Y4 y 

P2Y11 (Mamedova et al., 2004). 

Los receptores P2Y se expresan a lo largo de todo el organismo, pudiendo 

regular por si mismos o modular diferentes funciones fisiológicas (Fischer and 

Krugel, 2007) como la regulación de los procesos de neurodegeneración y 

neuroprotección dentro del sistema nervioso central (Ortega et al., 2011). Aunque 

se sabe poco sobre las funciones de los receptores purinérgicos, algunos estudios 

han mostrado un papel fundamental del P2Y6 en relación a la fagocitosis (Koizumi 

et al., 2007) y del P2Y12 en procesos de extensión (Haynes et al., 2006). También ha 

sido descrita una sobrerregulación de los receptores P2Y1 P2Y6 y P2Y12 en la 

microglía en los primeros días de vida (Crain et al., 2009). 
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Tabla 2. Clasificación de los receptores P2Y. 

Los datos reflejados en la tabla están modificados de (Guzman-Aranguez et al., 2007, Burnstock, 2014). 

Receptor Agonistas principales Antagonistas 
Transducción 

de la señal 
Distribución 
mayoritaria 

P2Y1 

MS2365> 2MeSADP= 

Ap5()>> ADPS> ATP> 
2MeSATP= ADP Ap3A> 
Ap4A> Ap5A= Ap6A>> 

Ap2A 

MRS2500> MRS2279> 
MRS2179>> Suramina> 

PPADS; PIT 

Gq/ G11 

PLC/ IP3/Ca2+ 

Plaquetas, cerebro, 
placenta, próstata, 
endotelio, corazón, 

tracto digestivo, células 
gliales 

P2Y2 

2-S-UTP> UTP, 
MRS2698> ATP, 

INS365> INS37217, 

UTPS> ATPS, 
MRS2768, Up4-fenil 
éster, Ap4A> Ap5A> 

Ap6A> Ap3A 

AR-C126313> Suramina> 
RB-2, PSB716, MRS2576 

Gq/ G11, G0, G12 

PLC/ IP3/Ca2+ 
Activación AC 

Músculo esquelético, 
músculo liso, pulmón, 

hueso, macrófagos, 
bazo, linfocitos, 

osteoblastos, riñón 

P2Y4 

2-N3-dUTP> UTPS, 
UTP≥ ATP≥ Ap4A, 

INS365; INS31217; CTP; 
ITP 

(ATP en humano)> RB-2> 
Suramina, MRS2577, 

PPADS 

Gq/ G11, Gi/0 

PLC/ IP3/Ca2+ 
 

Intestino, cerebro, 
pituitaria, médula ósea, 
linfocitos, monocitos, 

hígado 

P2Y6 

MRS2693> UDPβS, 
PSB0474> INS48823, 

Up3U, fenacil-UDP>>> 
UDP> UTP>> ATP, α,β-

meUDP; IDP, Ap5A> 
Ap3A (>1mM) 

MRS2578> RB-2, PPADS, 
MRS2567, MRS2575 
(humano); suramina 

Gq/ G11 

PLC/ IP3/Ca2+ 

Placenta, bazo, riñón, 
corazón, músculo liso, 

células adiposas, 
intestino, cerebro, timo, 

pulmón 

P2Y11 

ATPS AR-C67085MX> 
BzATP≥ ATP, NF546, 

NAD+, NAADP+, 
2MeSATP 

NF157> suramina> Rb-2, 
5`-AMPs, NF340, AMP- 

α_5 

Gq/ G11, G5 

PLC/ IP3/Ca2+ 
Activación AC 

Cerebro, hígado, bazo, 
pituitaria, intestino, 
linfocitos B, células 

dendríticas, 
granulocitos 

P2Y12 
2MeSADP= 2MeSATP>> 

ADP>> ATP, ADPβS 

AR-C69931MX> AZD6140, 
INS50589> RB-2> 

2MeSAMP, ARC66096, 
CT50547, PSB0413, 
carba-nucleóxidos, 

MRS2395, AR-C67085; 
Clopidogel; Tioclopidina; 

Suramina; INS49266 

Gi 

Inhibición AC 
Plaquetas humanas, 

cerebro, megacariocitos 

P2Y13 
ADP= 2MeSADP> 

2MeSATP, ATP, Ap4A 

AR-C69931MX> AR-
C67085> MRS2211, 
2MeSAMP; PPADS> 

Suramina 

Gi/0 

PLC/ IP3/Ca2+ 
Inhibición AC 

Bazo, cerebro, células 
gliales, páncreas, 

médula ósea, ganglios 
linfáticos, hígado, 

corazón, hueso 

P2Y14 

MSR2690> UDP> UDP-
glucosa> UDP-

galactosa> UDP 
glucórnico> UDP-N-
acetilglucosamina 

No conocidos 
Gi/o 

Activación PLC 

Placenta, tejido 
adiposo, estomago, 

intestino, cerebro, bazo, 
corazón, pulmón 
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 Receptor P2Y1 

El receptor P2Y1 está involucrado en el cambio inicial y la agregación 

plaquetaria (Leon et al., 1999). Este receptor está presente en muchas estructuras 

del ojo, como el iris y el epitelio pigmentado y el no pigmentado de los procesos 

ciliares de diferentes especies (Farahbakhsh and Cilluffo, 2002, Pintor et al., 

2004c).Está implicado en la reducción de la producción de humor acuoso, y por 

tanto en la disminución de la PIO (Crosson et al., 2004). Además, se ha podido 

comprobar que puede ser activado mediante el Ap4A facilitando el drenaje del 

humor acuoso en la malla trabecular de células bovinas (Soto et al., 2005). 

Debido a sus propiedades el P2Y1 es susceptible de ser utilizado como 

objetivo para la terapia antiglaucomatosa, mejorando el flujo del humor acuoso a 

través de la malla trabecular (Soto et al 2005). Se ha demostrado la implicación de 

este receptor presente en la malla trabecular, en combinación con el P2Y6, en la 

reducción de la PIO, activándolos con el dinucleótido sintético diinosina 

tetrafosfato (IP4I) (Guzman-Aranguez et al., 2012). 

 Receptor P2Y2  

El receptor P2Y2 es capaz de activar varias vías de señalización, como hemos 

mencionado con anterioridad, incluidas las de PKC, PLA2, canales de K+ 

dependientes de Ca2+ y formación de óxido nítrico preferencialmente (Ralevic and 

Burnstock, 1998) , aunque también en casos excepcionales, la vía de la adenilato 

ciclasa.  

Este receptor se encuentra distribuido en diversos tejidos y estructuras 

como los astrocitos, las células sanguíneas, endoteliales, epiteliales, hepatocitos, 

fibroblastos, queratinocitos, osteoblastos y células tumorales entre otras (Ralevic 

and Burnstock, 1998). También está presente en las células del corazón, 

cardiomiocitos (Wihlborg et al., 2006), y juega un papel importante en la 

protección de la isquemia de los mismos (Yitzhaki et al., 2006). Está considerado 

como el receptor con mayor funcionalidad dentro del ojo (Pintor et al., 2004c). Se 
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encuentra presente en iris y en los procesos ciliares de diferentes especies, tanto 

en epitelio pigmentado como el no pigmentado (Shahidullah and Wilson, 1997, 

Farahbakhsh and Cilluffo, 2002, Pintor et al., 2004c), en la malla trabecular 

(Crosson et al., 2004, Chow et al., 2007), y en el epitelio pigmentado de la retina 

(Sullivan et al., 1997); está involucrado en la dinámica del humor acuoso 

(Fleischhauer et al., 2001, Soto et al., 2004) y su activación en la retina promueve la 

absorción de fluidos y podría estar relacionado con el desprendimiento de retina 

(Maminishkis et al., 2002). 

La activación del receptor P2Y2 produce un incremento de la PIO, y se ha 

comprobado que el uso de siRNA contra el P2Y2 reduce la PIO en un 48 ± 5%. Este 

hecho lo ha situado como candidato para tratar la PIO anormalmente elevada que 

sufren los pacientes con glaucoma (Martin-Gil et al., 2012). Además se ha 

demostrado que los pacientes con glaucoma tienen valores elevados Ap4A 

comparado con pacientes sanos (Zhang et al., 2007). Este receptor puede ser 

activado por el Ap4A, pudiendo así correlacionar el alto nivel de este dinucleótido 

en el humor acuoso de pacientes con glaucoma y el aumento de PIO en la 

patología. 

 Receptor P2Y6  

Este receptor se encuentra presente en células: endoteliales, musculo liso y 

macrófagos. El P2Y6 receptor resulta de gran interés, debido a que estas células 

tienen una gran implicación durante la formación de las lesiones arterioescleróticas 

(Bar et al., 2008). Al igual que el P2Y2, el P2Y6 se encuentra en los cardiomiocitos, 

células del corazón (Wihlborg et al., 2006). Sin embargo, el papel del P2Y6 en esta 

estructura está relacionado con la fibrosis cardiaca derivada de una elevada presión 

(Nishida et al., 2008). En la microglía, el UDP puede estimular la absorción de 

microesferas mediada por el receptor P2Y6 (Koizumi et al., 2007).  

En el ojo está descrito que el receptor P2Y6 aparece localizado en los 

procesos ciliares de rata, concretamente se encuentra en el área estromal, no en el 

propio epitelio (Pintor et al., 2004c). La razón por la que está localizado en el 
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estroma puede ser debido a que, como se ha descrito con anterioridad , este 

receptor se encuentra presente en los vasos sanguíneos y puede modificar el flujo 

de sangre (Malmsjo et al., 2003). Así, cuando es estimulado por un agonista, al 

estar presente en el estroma de los vasos sanguíneos de los procesos ciliares, se 

induce una vasoconstricción que implica una reducción en la producción del humor 

acuoso y finalmente en una reducción de la PIO (Markovskaya et al., 2008). Tal 

como sucede con el P2Y1, se ha comprobado el efecto hipotensor de este receptor 

mediante los ensayos con Ip4I y sus antagonistas (Guzman-Aranguez et al., 2012). 

 

Figura 10. Acciones del dinucleótido Ap4A sobre los receptores purinérgicos. 

Representación de P2Y1, P2Y2 y P2Y6 en las diferentes estructuras oculares. Imagen 

modificada: https://www. partesdel.com/internas_ojo.html: 
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Tabla 3. Representación de los receptores purinérgicos P2Y de estudio en la presente tesis 
expresados en el globo ocular. Tabla modificada de (Guzman-Aranguez et al., 2013) 

Receptor Localización Especie Funciones 

P2Y1 

Endotelio corneal  Conejo rata y humano  Sin determinar 

Glándula lagrimal  Rata 
Inducción de la concentración 

de calcio intracelular 

Procesos ciliares  Conejo Sin determinar 

Malla trabecular   
Bovino, humano, cerdo y 

rata 
Disminución de la pio y 

regulación del volumen celular 

Fotorreceptores  
Conejo rata y macaco 

Verificar 
Sin Determinar 

Células bipolares  Rata Sin determinar 

Células ganglionares  Conejo, rata y macaco  Sin determinar 

Astrocitos y Células de 
Müller  

Ratón y rata 
Rata 

Homeostasis Extracelular 
Obtención De Respuestas De 

Ca2+ 

Epitelio Pigmentario de la 
Retina  

Humano Sin Determinar 

P2Y2 

Endotelio corneal  
Macaco, conejo, rata y 

humano 
Modulación de la re-
epitelización corneal 

Epitelio conjuntival  
Conejo, macaco y 

humano 
Estimulación de la secreción 

lagrimal 

Glándula lagrimal  Rata 
Inducción de la concentración 

de calcio intracelular 

Procesos ciliares  
Conejo, bovino, 

primates, rata y humano 
Aumento de la PIO 

Malla trabecular  Bovino y cerdo Sin determinar 

Fotorreceptores Conejo, rata y macaco,  Sin Determinar 

Células bipolares Rata Sin determinar 

Ganglionares  Conejo, rata y macaco  Sin determinar 

Astrocitos y Células de 
Müller  

Rata y humano 
Cobaya 

Obtención de respuestas De 
Ca2+ 

Incrementa la síntesis del ADN 

Epitelio pigmentario de la 
retina 

Conejo, bovino, rata y 
humano 

Incremento en el flujo del 
fluido desde la membrana 

apical hasta la basolateral y 
aumento de la secreción de IL-

8 

P2Y6 

Endotelio corneal  Conejo rata y humano 
Modulación de la re-
epitelización corneal 

Procesos ciliares  Conejo y rata Sin determinar 

Fotorreceptores  Conejo rata y macaco  Sin determinar 

Células bipolares  Rata Sin determinar 

Células ganglionares  Conejo, rata y macaco Sin determinar 

Astrocitos y células de 
Müller  

Rata y humano 
Obtención de respuestas de 

ca2+ 

Epitelio pigmentario de la 
retina  

Humano Aumento de la secreción IL-8 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

1. JUSTIFICACIÓN 

El glaucoma es una de las causas más comunes de ceguera en los países 

industrializado (Pascolini and Mariotti, 2012, Bourne et al., 2016). De acuerdo con 

la Organización Mundial de la Salud (Thomson et al.), entre 4,5 y 5 millones de 

personas son ciegas en todo el mundo por el glaucoma. La prevalencia de la 

patología aumenta con la edad, afectando aproximadamente por igual a hombres y 

mujeres y siendo actualmente la raza asiática la más afectada, representando el 

47% de la población total con glaucoma primario de ángulo abierto (GPAA) y el 87% 

de los glaucomas de ángulo cerrado (Quigley and Broman, 2006, Wong et al., 2006, 

Kapetanakis et al., 2016). El glaucoma primario de ángulo abierto es el más común 

de todos los subtipos que existen de esta patología ocular, representando el 74% 

de todos los casos de glaucoma. Además, se ha estimado que el GPAA llegó a 

afectar a 44 millones de personas en 2013 (Tham et al., 2014). 

Asimismo, hay que tener en cuenta que la pirámide poblacional española se 

muestra invertida para los próximos años, lo cual implica que los pacientes con 

glaucoma se incrementarán, ya que se sabe que la predisposición a padecer 

glaucoma se incrementa con el envejecimiento general de la sociedad (Quigley and 

Vitale, 1997).  

Diferentes estudios han demostrado que teniendo controlada la presión 

intraocular del individuo, la progresión de la patología se ralentiza, estimando que 

un mmHg reduce la progresión de la enfermedad en un 10%, incluso en pacientes 

con glaucomas normotensos, es decir, con la PIO dentro de los valores normales o 

por debajo de lo normal, pero que pierden visión debido al glaucoma, se les 

recomienda terapias de control de PIO (Webers et al., 2008, Grieshaber and 

Flammer, 2010, Lee and Goldberg, 2011, Carta et al., 2012). Es por esto que la 

mayoría de los pacientes diagnosticados de glaucoma utilizan como tratamiento 
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principal los colirios o soluciones oftálmicas disponibles en el mercado, aunque el 

tratamiento la mayoría de las veces se ve limitado por los efectos adversos que 

pueden llegar a causar estos fármacos (Kass et al., 2002).  

La etiología del glaucoma sigue siendo “desconocida” en la mayor parte de 

sus aspectos; seguir investigando nuevas formulaciones y compuestos que no estén 

relacionados con los que existen actualmente en el mercado, concedería una nueva 

posibilidad para todos aquellos pacientes que sufren estos efectos adversos y 

mejoraría la calidad de los tratamientos en futuros pacientes glaucomatosos. Entre 

los nuevos candidatos para el tratamiento del glaucoma, nos encontramos con los 

dinucleótidos, cuyos efectos sobre la PIO son prometedores (Pintor, 2003). Por lo 

que conocer el efecto del Ap4A, la localización e implicación de los receptores 

purinérgicos en un modelo animal que desarrolla hipertensión y glaucoma de 

manera natural nos proporciona un acercamiento a la ampliación del conocimiento 

acerca de la patología. 

2. HIPÓTESIS 

Como se ha mencionado en la introducción, los receptores purinérgicos y los 

dinucleótidos están altamente relacionados con la patología del glaucoma. De 

acuerdo con trabajos anteriores del grupo y de colaboraciones externas se ha 

demostrado que los pacientes con glaucoma presentan niveles elevados de 

dinucleótidos en el humor acuoso con respecto a pacientes sanos (Pintor et al., 

2003, Castany et al., 2011). Varios estudios demuestran la actuación del Ap4A sobre 

la presión intraocular y la modulación de los receptores purinérgicos situados tanto 

en el polo anterior como en el polo posterior del ojo (Pintor et al., 2004b). Además 

se ha descrito su efecto neuroprotector en los procesos ciliares (Hoyle and Pintor, 

2010). 

Por otro lado, ha sido posible identificar la distribución de los receptores 

purinérgicos en las diferentes estructuras oculares de varios modelos animales, lo 

que proporciona una base molecular que relaciona los efectos de los dinucleótidos 
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con la patología, en modelos animales normotensos (Pintor et al., 2004b). Se ha 

caracterizado la presencia de los receptores purinérgicos P2Y en el polo anterior 

del ojo, habiendo sido descritos en la malla trabecular (Soto et al., 2005) y en los 

procesos ciliares (Farrabaskhs 2002; Shahidulla 1997); también se ha localizado el 

receptor P2X2 en el musculo ciliar (Peral et al., 2009). En cuanto a la disposición a 

nivel de polo posterior de los receptores purinérgicos, existe una variada 

distribución a lo largo de las diferentes capas de la retina y el sistema nervioso 

central (Cowlen et al., 2003, Fries et al., 2004, Li et al., 2001). Se ha demostrado la 

relación de los receptores purinérgicos en la microglía con diferentes 

enfermedades neurodegenerativas, incluido el glaucoma (Yang et al., 2017, 

Rodrigues-Neves et al., 2018). 

La cepa de ratón DBA/2J es un modelo de gran valor en el estudio del 

glaucoma, ya que sus características permiten realizar una investigación sobre 

posibles nuevas modalidades de terapias para el glaucoma. Concretamente en este 

modelo animal se produce una despigmentación del iris, lo que conlleva a un 

acumulo de pigmento que produce una obstrucción de la malla trabecular y por 

tanto un mal drenaje del humor acuoso (asociado a una subida de PIO). Los 

receptores purinérgicos implicados en la regulación del flujo del humor acuoso 

presentes en otros modelos podrían estar altamente implicados con el desarrollo 

del glaucoma en este modelo animal. 

La hipótesis que formulamos en el presente trabajo es que la 

administración tópica de Ap4A en un animal que desarrolla glaucoma de forma 

natural podría ser beneficioso para el control de la presión intraocular, que se ve 

elevada con el progreso de la patología. Teniendo en cuenta que el polo posterior 

sufre un deterioro importante en esta patología, quisimos saber si el Ap4A podría 

además actuar como agente neuroprotector a nivel de la retina en el glaucoma.  
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3. OBJETIVOS 

Basándonos en el importante papel que desempeña el dinucleótido Ap4A y 

los receptores purinérgicos en relación con la patología del glaucoma, los objetivos 

que quisimos alcanzar fueron:  

1. Describir la progresión de la presión intraocular de los animales 

patológicos o glaucomatosos. 

2. Describir y demostrar la presencia de receptores purinérgicos en los 

procesos ciliares de un animal glaucomatoso. 

3. Describir la variación de estos receptores purinérgicos con la evolución de 

la patología, realizando una caracterización farmacológica completa. 

4. Comprobar la eficacia del Ap4A como agente hipotensor en un modelo 

animal glaucomatoso.  

5. Comprobar el efecto del Ap4A en células microgliales y del epitelio 

pigmentario de la retina. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. MATERIALES  

En este apartado se describen en las siguientes tablas los reactivos, 

materiales e instrumentos, medios y tampones, material biológico y los programas 

y herramientas informáticas que se han empleado para el desarrollo de la tesis. 

1.1 Reactivos 

Todos los reactivos, materiales e instrumentos, así como las distintas 

herramientas informáticas utilizadas en el desarrollo experimental de esta tesis 

doctoral se resumen en las tablas que se muestran a continuación: 

Tabla 4. Reactivos Generales 

REACTIVO PROVEEDOR USO 

SpeedTools Total RNA Extraction Kit Qiagen/Biotools 

Biología Molecular 

Turbo DNA-free Ambion 

M-MLV RT reagents, dNTP’s Invitrogen 

TaqMan® Fast Universal PCR Master 
Mix Applied Biosystems 

TaqMan® Gene Expression Assays 

β-mercaptoetanol 

Sigma-Aldrich LuminoCt® Qpcr Ready Mix 

RNase-Zap 

Syber safe DNA gel stain 

Thermo Scientific 
DNA loading 

Gene ruler 100pb 

Gene ruler 1kb 

NDS 
Jackson 

Inmunoresearch 

Inmunohistoquímica 

Triton X-100 
Sigma-Aldrich 

Yoduro de propidio 

Alexa Fluor® 488 AffiniPure Donkey 
Anti-Goat IgG (H+L) 

Jackson 
Inmunoresearch 

Sacarosa Merk 

Tissue-Tek® O.C.T. Compound Sakura 

Vectashield 
Vector Laboratories, 

Palex Medical 
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Isofluorano (IsoFlo®) Esteve Anestesia 

DMEM alto contenido en glucosa 
Gibco 

Cultivos Celulares 

DMEM F12 

Penicilina/estreptomicina 

Life Technologies 
L-Glutamina 

FBS 

5% Tripsina-EDTA 

DPBS Invitrogen 

HBSS Life Technologies 
Experimentos de 

calcio 
Sulfapiridina Sigma-Aldrich 

Fura-2 AM Thermo Fisher 

Otros reactivos para análisis (NaCl, 
KH2PO4, Na2HPO4, HCl, CaCl2…) 

Merk Varios 

 
Tabla 5. Agonistas, antagonistas e inhibidores 

AGONISTAS, ANTAGONISTAS 
E INHIBIDORES 

PROVEEDOR USO 

Ap4A 

Sigma-Aldrich Agonistas P2Y 

ATP 

ADP 

UTP 

UDP 

PPADS TOCRIS 

Antagonistas P2Y RB-2 Sigma-Aldrich 

Suramina TOCRIS 

MRS2179 Sigma-Aldrich Antagonista selectivo del P2Y1 

AR-C TOCRIS Antagonista selectivo del P2Y2 

MRS2578 Sigma-Aldrich Antagonista selectivo del P2Y6 

1.2  Equipos, instrumentos y materiales 

Todos los equipos, instrumentos y material utilizados para desarrollar el 

trabajo de investigación, especificados dentro de la metodología, aparecen 

sintetizados en la siguiente tabla: 
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Tabla 6. Equipos, instrumentos y materiales 

EQUIPOS, INSTRUMENTOS Y 
MATERIALES 

PROVEEDOR USO 

StepOne Plus Real Time System 
Applied Biosystems 

Biología Molecular 

Termociclador GeneAmp2400 

Biophotometer Plus 2233 Eppendorf 

Transiluminador Gel Logic 200 Imagin 
System 

kodak 

Ultra-Turrax T-8 Basic IKA 

Criostato Leica CM1850 Leica 

Inmunohistoquímica 

Portas y cubreobjetos Thermo Scientific 

Microscopio Confocal Axiovert 200 M 

Zeiss Módulo Confocal Pascal 

Cámara Axio Visio 

Matrx VIP 3000 Calibrated Vaporized Midmark 
Anestesia 

Oxígeno Medicinal Air liquid 

Tonometro de rebote TonoLab® Tiolat-Oy Presión Intraocular 

Flexstation Molecular Devices 
Experimentos de 

Calcio 

Campana de flujo laminar NuAIRE 

Cultivos celulares 

Hemocitómetro 
Assistant, Sondheim-

Rhön. 

Incubador Hera Cell 

Thermo Scientific 
Pipetas estériles (5, 10 y 25mL) 

Placas de 96 pocillos 

Flasks de 75cm3 

Microscopio LCD Zeiss 

Centrífuga HeraeusTM Labofuge 400 

DJB Labcare  Varios Centrífuga refrigerada Kubota 6500 

Centrífuga de sobremesa Biofuge® pico 

1.3 Medios y tampones 

Todos Los medios de cultivo, tampones y disoluciones generales se 

prepararon en agua desionizada de alta calidad y pureza obtenida con un equipo 

de filtración Milli-Q Water Purification System de Millipore. Las soluciones o 

muestras que debían mantenerse a 4ºC se conservaron en frigoríficos Daewoo, 

Liebehrr y Bosch. A continuación, se muestra una tabla correspondiente a 

soluciones generales: 
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Tabla 7. Medios y tampones 

TAMPONES/SOLUCIONES COMPUESTOS 

PBS 10X (pH=7.3) 
1.37 mM NaCl; 81 mM Na2HPO4; 26.8 mM KCl; 

14.7 mM KH2PO4 

PBS 1X (pH=7.3) 10% (v/v) PBS 10X; 90% (v/v) H2O 

Solución de sacarosa para incluir 
tejidos (11%) 

10% (V/V) PBS 10X; 11% (m/v) Sacarosa 

Solución de sacarosa para incluir 
tejidos (33%) 

10% (V/V) PBS 10X; 33% (m/v) Sacarosa 

Tampón de lavados 0.1% (v/v) Tritón X-100; 10% (v/v) PBS 10X 

Solución Bloqueo para 
inmunohistoquímica 

90% (v/v) Tampón de lavados (PBS 1X-Tritón X-
100 0.1%); 10% (v/v) Suero (NDS) 

Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (pH=8.3) 
40 mM Tris-base, 20 mM ácido acético glacial, 1 

mM EDTA 

E TOTAL 10X (pH=7.3) 
4,24g NaCl; 1,19g HEPES, 1,17 D-glucosa; 1 mM 

KCl; 2 mM CaCl2; 1 mM MgCl 

1.4  Material biológico.  

1.4.1 Animales de experimentación 

Para la realización de los experimentos in vivo, tales como la medida de la 

presión intraocular, las q-PCRs y la inmunohistoquímica se utilizaron dos modelos 

murinos, una cepa control y la otra glaucomatosa, siendo todos hembras. El motivo 

por el cual todos los animales utilizados en la experimentación de este trabajo 

fueron hembras se debe a que las hembras de la cepa glaucomatosa desarrollan 

antes las manifestaciones fenotípicas como la subida de la presión intraocular, 

además permanece elevada durante más tiempo de vida del animal (Libby et al., 

2005). 

Los animales fueron estabulados en jaulas de policarbonato, con comida y 

agua ad libitum, temperatura controlada y fueron sometidos a ciclos controlados 

de luz/oscuridad de 12 horas para evitar la influencia de los ciclos circadianos en las 

medidas de la presión intraocular.   

Todos los protocolos realizados con los animales cumplieron la normativa 

europea (86/609/EEC) del Consejo de la Unión Europea sobre uso y manejo de 
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animales de experimentación, la declaración de “ARVO Statement for Use of 

Animals in Opthalmology and Vision Research” y pasaron los comités de 

experimentación animal de la Universidad Complutense de Madrid y de la 

Comunidad de Madrid, siguiendo las pautas indicadas por el Consejo Internacional 

de Animales de Laboratorio (ICLAS). 

 Modelo animal control: Ratones C57BL/6J 

Los ratones de esta cepa se utilizaron como control en todos los 

experimentos realizados en este estudio. Fueron obtenidos del laboratorio 

europeo de Jackson Laboratories, Charles Rivers. 

 Modelo animal glaucomatoso: Ratones DBA/2J  

Los ratones DBA/2J desarrollan progresivamente glaucoma con la edad, 

causado por una dispersión pigmentaria de iris y atrofia estromal como resultado 

de mutaciones producidas en los genes Gpnmb y Tyrp (John et al., 1998; Libby et 

al., 2005; Howell et al., 2007). El acumulo de pigmentos en la malla trabecular de 

los ojos de estos ratones DBA pueden ocluir los espacios de la malla y producir que 

el drenaje del humor acuoso decaiga, dando lugar a una presión intraocular 

elevada. Fueron obtenidos del laboratorio europeo de Jackson Laboratories, 

Charles Rivers. 

 

Figura 11. Imagen de los animales de experimentación. 

En la imagen de la izquierda está representado el modelo de ratón glaucomatoso DBA/2J y 

en la imagen de la derecha está representado el modelo de ratón control C57BL/6J. 



 

66 

Materiales y Métodos         

Tabla 8. Tamaño muestral de animales en función de los experimentos realizados 

EXPERIMENTO N DBA/2J N C57BL/6J 

Cambios en la PIO relacionados con la edad 32 32 

Descripción de la presencia de receptores P2Y 3 3 

Expresión de ARN mensajero 43 43 

Inmunohistoquímica 20 20 

Dosis respuesta del Ap4A (PIO) 15 15 

Efecto del Ap4A con respecto al tiempo 14 14 

Estudio de los antagonistas 15 15 

Efecto a largo plazo del Ap4A 20 20 

Efecto de la instilación tópica del Ap4A combinado 
con fármacos comerciales 

6 6 

1.4.2 Cultivo celular 

Para el estudio de las células de polo posterior, se emplearon dos líneas 

celulares de cultivo celular inmortalizado ya establecidas. Una de ellas fue la línea 

celular de microglía de ratón BV2 cedidas por la Doctora Leanne Stockes, 

“Pharmacy and Chemistry School, UEA”, Norwich, Reino Unido. La otra fue la línea 

del epitelio pigmentario de la retina humana: las ARPE-19 que fueron obtenidas de 

“American Type Culture Colection” o ATCC, Manassas, VA, USA. 

La línea murina celular de la microglía del BV2, se utiliza frecuentemente 

como un modelo alternativo de cultivo primario de microglía en cultivo celular ya 

que puede reproducir fielmente la interacción célula-célula (Henn et al., 2009). 

Dicha línea se mantuvo en medio de cultivo Dulbecco: Mezcla de nutrientes F-12 

(DMEM/F-12), suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS), 1% 200 mM L-

Glutamina. y 1% de antibiótico Penicillina-Streptomicina.  

La línea celular de las ARPE-19 se mantuvo en medio de cultivo DMEM de 

alto contenido en glucosa, suplementado con 10% de FBS, 1% 200 mM L-

Glutamina. y 1% de antibiótico Penicillina-Streptomicina. 
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Las dos líneas celulares fueron tratadas en las mismas condiciones: se 

almacenaron en flasks de 75 cm3 (NuncTM EasYFlaskTM, Thermo Scientific) y se 

conservaron en una atmósfera húmeda e incubadas a 37ºC, con un 5% CO2 en el 

incubador (Incubator Hera Cell).  

Las células de la microglía BV2 alcanzaban la confluencia a los 2 o 3 días, 

mientras que las células ARPE-19 lo hacían a los 3 o 4 días. Todos los experimentos 

realizados se encontraban entre los pases 12 y 18 para evitar la desdiferenciación 

celular. 

1.5 Programas y herramientas informáticas  

Tabla 9. Programas y herramientas informáticas 

HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS USO 

Software LSM 5 Pascal (Zeiss) Varios 

Image J (National Institutes of Health) Análisis de imágenes 

Pubmed (National Institutes of Health) 
Motor de búsqueda en bases de datos 

bibliográficas 

GenBank EMBL (National Institutes of 
Health) 

Base de datos para ácidos nucleicos 

GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, 
Inc.) 

Hoja de cálculo/ Análisis de datos 

Step One Plus AB 2.3 (Step One Software) Análisis PCR 

SoftMax pro (molecular devices) Análisis de Calcio 

SPPS 22.0 (SPSS Inc.) Análisis estadístico 

Granmo 6.0 Cálculo muestral 
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2. MÉTODOS 

2.1 Medidas de presión intraocular 

Todas las medidas de presión intraocular fueron realizadas con el tonómetro 

de rebote TonoLab® (Tiolat Oy, Helsinki). Este tonómetro está diseñado para medir 

la presión intraocular de los ratones y permite medir y monitorizar la PIO de una 

manera reproducible, fiable y sin causar ningún daño (Pease et al., 2011). 

El tonómetro se colocó de manera fija, de forma que la sonda con la que se 

toman las medidas estaba alineada con el eje óptico del ojo de los ratones, a una 

distancia de 1-4 mm. En cada medida registrada de la PIO se realizaron 6 lecturas, 

de las cuales se descartaron las 2 más atípicas y fue con los 4 restantes con las que 

se realizó la media que se registró de cada medida y los posteriores análisis 

estadísticos (Figura 12). 

Para evitar el efecto putativo del ritmo circadiano, la presión intraocular fue 

medida siempre a la misma hora del día.  

 

Los animales fueron anestesiados de forma superficial, sin estar en ningún 

momento en un plano quirúrgico, con anestesia inhalatoria isofluorano (IsoFlo, 

Figura 12. Cámara de sedación ratones. 

Tras la sedación en la cámara se procede a colocar el animal en un soporte que posee un cono 
nasal para la liberación del isofluorano durante los experimentos de medidas de presión 
intraocular. 
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Abbot). El aporte de oxígeno al animal durante la sedación se suministraba desde 

una bala de 3515-3867 gr/cm2. Se utilizó el aparato de anestesia Matrx VIP 3000 

Calibrated Vaporized de Midmark. El isofluorano se mezclaba con el oxígeno y 

desde el aparato se enviaban dos flujos a 500 cc/minuto, liberando finalmente el 

2,5% de isofluorano en oxígeno al animal. Los animales se colocaban inicialmente 

en una caja de metacrilato para la sedación inicial y después de aproximadamente 

dos minutos, el animal sedado se colocaba en su posición para la medida de la 

presión intraocular, manteniendo su sedación a través de un cono nasal que 

liberaba la mezcla de isofluorano/oxígeno. El cono de la nariz permitía 

perfectamente el acceso a los ojos. 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.1 Monitorización de la evolución de la presión intraocular 

Para comprobar la subida de la presión intraocular en los ratones 

glaucomatosos y a su vez verificar que los ratones control no experimentaban esta 

subida durante el crecimiento, la monitorización se llevó a cabo tomando medidas 

de PIO semanales tanto de los ratones DBA/2J como de los ratones C57BL/6J. En 

total, se monitorizó la presión intraocular de 32 animales. 

Figura 13. Equipo de anestesia superficial con isofluorano.  

Bomba desde la cual se regulaba el flujo de anestésico inhalatorio que llegaba a los animales 
de estudio y el nivel de oxígeno 
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Estas medidas de PIO se realizaron siempre a la misma hora del día, 

comenzando a monitorizar desde los tres hasta los doce meses de edad de ambas 

cepas de ratón, procediendo a medir la presión intraocular como se ha comentado 

con anterioridad en metodología. 

2.1.2 Monitorización de la presión intraocular durante la 

evolución de la patología y la aplicación de tratamiento 

Fueron seleccionados un total de 20 ratones, divididos en dos grupos. Uno 

de los grupos incluía a 10 ratones DBA/2J y el otro grupo a 10 ratones C57BL/6J, 

permitiéndonos así comprobar el posible efecto preventivo que podía tener la 

aplicación tópica de Ap4A sobre estos animales. A su vez, otra selección de 20 

ratones (10 DBA/2J y 10 C57BL/6J) fueron elegidos controles, a los cuales se les 

trataba aplicando solución salina 0.9% de forma tópica también. 

Durante el quinto y el sexto mes de edad de todos los animales que 

participaron en este estudio, se tomaron medidas basales para llevar a cabo la 

monitorización de la presión intraocular, observando el efecto del Ap4A sobre la 

presión en relación con la edad de los animales, y por tanto del desarrollo de 

glaucoma en los ratones de la cepa DBA/2J. Pasado este tiempo, los animales 

fueron divididos de forma aleatoria en controles o tratados con Ap4A. 

Una vez comprobado el efecto hipotensor del Ap4A, aplicamos el 

dinucleótido tres veces a la semana, desde los seis hasta los nueve meses de edad, 

midiendo la presión intraocular una vez a la semana y comparándola con los 

valores de su grupo control (aquellos que fueron tratados con solución salina al 

0.9%). 

2.2 ESTUDIOS FARMACOLÓGICOS EN RATONES 

Para la realización de los diferentes estudios farmacológicos se emplearon 

un total de 100 animales. Siendo distribuidos en los diferentes experimentos tal y 

como se explica en la tabla 8, apartado 1.4.1 de materiales y métodos. 
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En todos los casos, los animales fueron tratados tópicamente con el mismo 

volumen, 2µL tanto de la sustancia a estudiar como de la solución salina, en todos 

los ensayos realizados. Los fármacos fueron aplicados en los dos ojos de los 

ratones, es decir, de manera bilateral. 

Durante la preparación de los compuestos, todos fueron formulados 

siempre desde solución salina estéril al 0.9%, a excepción de aquellos que no eran 

solubles en solución salina y que fueron disueltos inicialmente en DMSO y diluidos 

en solución salina estéril al 0.9%, hasta alcanzar una concentración final de 0.01%. 

2.2.1 Estudio del efecto de la instilación tópica del Ap4A a corto 

y largo plazo 

Con el fin de comprobar el efecto hipotensor del Ap4A por su actuación 

sobre los receptores P2Y, se realizaron diferentes experimentos. En todos los casos 

se instilaron 2 µL de este dinucleótido a una concentración fija de 100 µM, para los 

estudios del efecto temporal (seis horas de medidas de PIO o Time-Course).  

2.2.2 Dosis respuesta del Ap4A 

El Ap4A fue instilado en un amplio rango de concentraciones, que iban desde 

10-8 M hasta 10-3 M para poder comprobar el efecto que tenía el dinucleótido sobre 

la presión intraocular, en función de su concentración. La presión intraocular fue 

medida tres horas después de instilar el Ap4A, debido a que era a este tiempo 

donde se encontraba el efecto máximo hipotensor del compuesto. 

2.2.3 Relación de los receptores purinérgicos y la presión 

intraocular 

En los estudios en los que se quiso evaluar el efecto de los receptores P2Y1, 

P2Y2 y P2Y6, los antagonistas testados para comprobar su implicación fueron 

instilados (2 µL) tópicamente a una concentración fija de 100 µM. Los antagonistas 

utilizados en estos experimentos fueron el MRS2179 como antagonista de P2Y1, un 
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coctel de suramina, PPADS y RB-2 como antagonista del P2Y2 y el MRS2578 como 

antagonista de P2Y6.  

Dichos compuestos fueron instilados media hora antes que el Ap4A, y las 

medidas de la presión intraocular se llevaron a cabo siguiendo el protocolo 

previamente descrito en el apartado 2.1.2. 

2.3 ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA EN RATONES 

Los estudios de expresión génica se llevaron a cabo mediante cuantificación 

relativa de la expresión del ARNm de interés realizando para ello análisis de la q-

PCR o PCR cuantitativa en tiempo real. Estos experimentos fueron utilizados para 

estudiar la expresión génica de los receptores purinérgicos P2Y1, P2Y2 y P2Y6. 

2.3.1 Obtención de la muestra  

Todos los experimentos de la reacción en cadena de la polimerasa 

cuantitativa o PCR cuantitativa se realizaron a partir de tejido de iris y procesos 

ciliares de las dos cepas de ratón, DBA/2J y C57BL/6J, recogido en los estadíos de 3, 

6, 9 y 12 meses de edad, siendo el número total de animales utilizados fue de 86, 

(43 ratones DBA/2J y 43 ratones C57BL/6J). La manipulación del ARN tuvo lugar en 

todo momento en condiciones libres de ARNsas. El procedimiento de extracción de 

ARN se realizó con un kit cuyo fundamento está basado en la capacidad de unión 

del ARN a una columna de gel de sílice en presencia de una elevada concentración 

de sales (SpeedTools Total RNA Extraction Kit, Biotools). Se utilizaron 600 µL de 

tampón desnaturalizante (β-mercaptoheptanol y buffer RL) para obtener el lisado 

del tejido. Para ayudar al lisado del tejido, las muestras se pasaron durante unos 

segundos por el homegenizador-dispersador Ultraturrax T-8 basic. De esta forma 

se puede liberar el contenido celular a la vez que se consigue una rápida 

inactivación de las ARNasas endógenas, evitando así la degradación del ARN 

presente en el lisado. A continuación, se añadió un volumen igual de etanol al 70% 

para conseguir las condiciones óptimas de la unión y eliminar los restos de 

membranas celulares y la mayor parte del ovillo de ADN cromosómico. Para la 
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unión del ARN a la columna se cargó la muestra anterior en una columna de unión 

y se centrifugó 30 segundos a 11.000 g. Se eliminaron las sales de la membrana de 

sílice añadiendo a la columna 350 µL de buffer DBR y se centrifugó 1 minuto a 

11.000 g. Se procedió a la digestión del ADN in situ añadiendo 95 µL de la mezcla 

de la reacción de la DNasa (10µL rDNase + 90µL de buffer para rDNase) y se dejó 15 

minutos a temperatura ambiente. Pasados estos 15 minutos se realizó el lavado y 

secado de la membrana, mediante un lavado con el buffer WR1 (30seg a 11.000g) y 

dos lavados con el buffer WR2 (30 segundos y 2 minutos a 11.000 g). Para terminar, 

se eluyó el ARN puro, añadiendo 40 µL de agua libre de RNasas, centrifugándolo 

durante 1 minuto a 11.000 g. 

Después de cada extracción y de forma rutinaria las muestras de ARN se 

trataron con ADNasa RQ1 de acuerdo con el kit Turbo DNA free (Ambion) para 

eliminar la posible contaminación del ARN con ADN genómico, durante 30 min a 

37ºC. A continuación, se añadió el reactivo de inactivación de ADNasa y se 

centrifugó a 10.000 g, recogiéndose el sobrenadante que contiene el ARN. 

2.3.2 Determinación de la concentración y del grado de pureza 

del ARN extraído 

La concentración del ARN extraído de cada muestra fue medida mediante el 

biofotómetro de Eppendorf, tomando las absorbancias a 260 nm.  

El grado de pureza del material extraído se estimó a partir del cociente entre 

la absorbancia de la muestra medida a 260 nm y a 280 nm (A260/A280) el cual, para 

una disolución de ARN puro debe tener un valor igual o muy próximo a 2. 

2.3.3 Reacción de la transcriptasa inversa (RT)  

La síntesis del ADN complementario (ADNc) a partir del ARN total extraído 

de la muestra correspondiente se llevó a cabo añadiendo en el tampón de la 

reacción (para un volumen final de 50 µL) por tubo: 1.25 U/mL de transcriptasa 

inversa, oligo (dT) 16 2.5 mM, 0.5 U/mL de inhibidor de ARNasa, MgCl2 5.5 mM, la 

mezcla de dATP/dCTP/dGTP/dUTP (0.5 mM cada uno), todo en el kit TaqMan® RT 



 

74 

Materiales y Métodos         

reagents de Applied Biosystems, y 1 mg de ARN purificado. La transcripción inversa 

se realizó durante 90 minutos a 37°C, seguida de una incubación a 70°C durante 15 

minutos con el fin de inactivar la retrotranscriptasa. Además, para cada nueva 

muestra de ARN se realizó una reacción de RT en la que no se añadió la 

transcriptasa inversa, para comprobar si existía contaminación con ADN genómico 

en la muestra. Así, en todo momento teníamos la seguridad de que los fragmentos 

amplificados en cada reacción correspondían a secuencias del ARNm presente en el 

tejido. Todas las reacciones de retrotranscripción se llevaron a cabo en el 

termociclador GeneAmp 2400 de Applied Biosystems. 

2.3.4 Preamplificación por PCR a tiempo real  

Debido al escaso material genético que obteníamos al hacer la extracción 

del mRNA, tuvimos que llevar a cabo un paso previo para poder obtener una buena 

amplificación para poder cuantificar posteriormente. En este caso consistió en 

hacer una preamplificación de nuestras muestras para cada uno de los genes de 

estudio. En las reacciones de PCR se utilizó la ADN polimerasa AmpliTaq Gold® en 

presencia de 1,5 mM MgCl2, la mezcla de dNTPs (0,2 mM cada uno) y 5 µL del 

producto de la transcriptasa inversa explicada en el apartado anterior, con un 

volumen final total de 25 µL. 

Para ello, de la muestra obtenida en la retrotranscripción inversa llevamos a 

cabo una PCR a tiempo real con las siguientes características: 1 ciclo a 94ºC durante 

5 minutos; 14 ciclos de amplificación a 94ºC durante 30 segundos, 60º durante 30 

segundos, 72ºC durante 30 segundos, finalizando con 1 ciclo a 72ºC durante 7 

minutos. Los oligonucleótidos para los receptores P2Y1, P2Y2, y P2Y6, así como los 

del control endógeno gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fueron 

comerciales. Las preamplificaciones se llevaron a cabo en el termociclador 

GeneAmp 2400 de Applied Biosystems. 
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2.3.5 Amplificación por PCR a tiempo real  

Para asegurar la presencia de los receptores purinérgicos de estudio durante 

la presente tesis, en iris y procesos ciliares, primero se llevó a cabo la amplificación 

de estos por medio de la realización de la PCR a tiempo real. En las reacciones de 

PCR se utilizó la ADN polimerasa AmpliTaq Gold® en presencia de 1,5 mM MgCl2, la 

mezcla de dNTPs (0,2 mM cada uno) y 5µL del producto de la transcriptasa inversa 

explicada en el apartado anterior, con un volumen final total de 25 µL.  

En todos los casos, la reacción de amplificación se inició incubando la mezcla 

a 95ºC durante 10 minutos para la activación de la DNA polimerasa AmpliTaq 

Gold®, y a continuación se repitieron 40 ciclos en las condiciones de 

desnaturalización, anillamiento y elongación (95ºC, 60 segundos; 60ºC 45 

segundos; 72ºC, 45 segundos). Una vez completado el número total de ciclos, se 

realizó un paso de extensión final manteniendo la mezcla durante 7 minutos a 72ºC 

para facilitar la completa elongación de todos los fragmentos amplificados durante 

la reacción de PCR. Cada reacción de PCR se realizó en paralelo con un control sin 

ADNc molde. Las amplificaciones se llevaron a cabo en el termociclador GeneAmp 

2400 de Applied Biosystems. 

Los productos obtenidos de esta amplificación de cada receptor se 

separaron e identificaron en un gel de agarosa al 3% (en tampón TAE 1X) y teñidos 

con la sonda Syber Safe (Molecular Probes) que se une al cDNA y se ve en luz 

ultravioleta. Como marcadores de tamaños moleculares conocidos utilizamos los 

patrones Gene ruler de 100 pares de bases y Gene ruler de 1 Kb. Los fragmentos de 

ADN amplificados se visualizaron mediante el sistema de captación de imágenes 

Gel Logic 200 Imagin System (Kodak) con luz ultravioleta.  

2.3.6 PCR cuantitativa en tiempo real  

Este método permite detectar la amplificación de un producto de PCR 

durante el desarrollo de la reacción. El uso de esta técnica para cuantificar el 

material genético de una muestra está basado en la relación directa que existe 
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entre la cantidad de ADN molde inicial y el producto que se amplifica a partir del 

mismo. De esta forma a mayor cantidad de ADN molde, más temprana será la 

aparición del producto amplificado. El producto que se utilizó para realizar estas 

PCR cuantitativas en tiempo real fue el obtenido a partir de la preamplificación 

explicada en el apartado 2.3.4. 

El seguimiento del proceso de amplificación se realiza mediante el uso de 

sistemas de marcado fluorescente que permiten detectar los productos que se van 

sintetizando durante el transcurso de la reacción. Así, la cantidad de fluorescencia 

emitida por el producto en cuestión se incrementa en cada ciclo de amplificación.  
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Figura 14. Representación esquemática de la amplificación que tiene lugar durante la q-PCR. 
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 La reacción se lleva a cabo en termocicladores diseñados con un 

sistema capaz de monitorizar y cuantificar la señal de fluorescencia emitida. Existen 

diversos sistemas de marcaje fluorescente que permiten la detección y 

cuantificación en las reacciones de PCR a tiempo real. Uno de los más utilizados es 

el sistema con sondas de hibridación TaqMan®. Este sistema se basa en la 

utilización de un tercer oligonucleótido (sonda) que hibrida de forma específica con 

el amplicón deseado en una región interna del mismo, el cual queda localizado 

Figura 15. Esquema de los sucesos que tienen lugar durante el desarrollo de una Q-PCR.  

La sonda hibrida de forma específica con el amplicón deseado en una región interna del 
mismo, el cual queda localizado entre los cebadores sentido y antisentido. La sonda está 
marcada en el extremo 5´ con un fluoróforo reportero FAM y en el extremo 3´ con un 
apagador o “quencher” que absorbe la emisión de fluorescencia del extremo 5´. Durante el 
proceso de extensión de la cadena que se está sintetizando, la ADN polimerasa 
termoestable con actividad 5´-3´exonucleasa hidroliza la sonda en su extremo 5´. De esta 
forma el reportero se libera, la fluorescencia que emite no es absorbida por el apagador y 
su emisión es detectada por el termociclador. 
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entre los cebadores sentido y antisentido. La sonda está marcada en el extremo 5´ 

con un fluoróforo (reporter) que requiere una luz de excitación de alta energía y en 

el extremo 3´ con otro fluoróforo diferente (quencher), que requiere una luz de 

excitación de baja energía y que absorbe la emisión de fluorescencia del extremo 

5´. Por tanto, cuando la sonda está intacta no emite señal fluorescente. 

Al inicio de la reacción de PCR, los dos oligonucleótidos y la sonda hibridan 

en la región diana de ADN molde y la Taq DNA polimerasa comienza el proceso de 

amplificación. Durante el proceso de extensión de la cadena que se está 

sintetizando, la ADN polimerasa termoestable, por su actividad 5´-3´exonucleasa, 

hidroliza la sonda en su extremo 5´. De esta forma el fluoróforo reporter se libera, 

la fluorescencia que emite no es extinguida por el quencher y su emisión puede ser 

detectada por el sistema. Los fragmentos de sonda son entonces desplazados del 

molde y la polimerización de la nueva cadena continúa. La extensión de la sonda 

durante el proceso de síntesis se evita al estar su extremo 3´ bloqueado. El proceso 

de hibridación e hidrólisis de la sonda ocurre en cada ciclo y no interfiere en la 

acumulación exponencial del producto. 

La acumulación de los productos amplificados durante la PCR se detecta 

monitorizando el aumento de fluorescencia que se produce como consecuencia de 

la liberación del fluoróforo situado en el extremo 5´ de la sonda. A medida que los 

ciclos de la reacción avanzan, aumenta el número de copias de producto generado, 

por lo que la intensidad de la fluorescencia emitida aumentará también de forma 

proporcional a la cantidad de amplicón sintetizado. El termociclador detecta el 

incremento de fluorescencia (ΔR) y lo representa frente al número de ciclos de la 

PCR. Durante los primeros ciclos de amplificación no hay incremento de 

fluorescencia ya que es necesario que se acumule una cantidad mínima de 

producto amplificado para que la fluorescencia detectada por el sistema sea 

significativamente distinta del valor de fluorescencia basal. El ciclo de PCR en el que 

se acumula suficiente producto amplificado y el valor de fluorescencia se eleva por 

encima de la fluorescencia basal, se define como ciclo umbral o Ct (Cycle treshold). 

El valor del Ct es proporcional al logaritmo de la cantidad inicial de ADN molde.  
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Las reacciones de RT-PCR cuantitativa se realizaron usando el sistema 

StepOne Plus Real Time PCR de Applied Biosystems utilizando el kit de 

amplificación LuminoCt® qPCR Ready MixTM de Sigma. 

El ensayo de amplificación se llevó a cabo en placas multipocillo en un 

volumen final de 25 μL, conteniendo 12.5 μL de la mezcla LuminoCt® Qpcr Ready 

MixTM (incluye los dNTPS, tampón de reacción y AmpliTaq Gold® polimerasa), 1.25 

μL de cada cebador y sonda correspondiente, 2.5 μL de ARNt ([30 ng/mL]f), 0.25 μL 

de colorante de referencia pasiva (Moreno et al.), 1 μL de agua ultrapura estéril, y 5 

μL del ADNc obtenido tras las RT y su posterior pre-amplificación, diluido al 20%. La 

reacción se desarrolló en un programa de 2 pasos: una incubación inicial a 95°C 

durante 20 segundos para la activación de la polimerasa seguida de 40 ciclos de 

amplificación: (1 segundo de desnaturalización a 95°C y 20 segundos de hibridación 

a 60°C). 

La cuantificación de los genes se realizó mediante extrapolación en una 

recta patrón. Para la realización de la recta patrón hicimos diluciones seriadas de 

un producto amplificado por una PCR clásica que suponemos posee alrededor de 

1012 copias del fragmento de estudio. En la curva patrón se representa el 

logaritmo del número de copias obtenido de cada dilución del gen de interés con el 

valor de Ct obtenido tras la amplificación. En todo momento se trabajó con curvas 

patrones cuyos coeficientes de correlación eran mayores de 0,98 y que daban una 

eficiencia de amplificación cercana al 100% para todos los genes. Como control 

interno de la cantidad total de ADNc añadida se utilizó el gen de expresión 

constitutiva GAPDH. Finalmente, los resultados se expresaron como aumento o 

disminución de la expresión con respecto a la condición control, en ausencia de 

estimulación.  

2.4 INMUNOHISTOQUÍMICA 

Los estudios de localización de las proteínas expresadas por los receptores 

de estudio (P2Y1, P2Y2 y P2Y6) se llevaron a cabo mediante estudios de 
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inmunohistoquímica en los procesos ciliares de los ojos de los ratones DBA/2J y 

C57CL/6J de edades comprendidas entre los 3 y los 12 meses de edad. 

2.4.1 Obtención de las secciones de los procesos ciliares  

Se emplearon un total de 40 animales (20 DBA/2J y 20 C57BL/6J) para la 

obtención de muestras de procesos ciliares. Los ratones fueron sacrificados con 

una sobredosis de Dolethal Vetoquinol® y perfundidos pericárdicamente con PBS y 

con paraformaldehido en PBS 0.1 M. 

Tras la perfusión, se enuclearon los ojos y fueron fijados mediante 

inmersión en PFA al 4% durante 1 hora a 4º. Las manipulaciones microquirúrgicas 

se efectuaron con la ayuda de un microscopio quirúrgico instalado sobre una 

columna S-21 (Carl Zeiss, S.A.) y con el instrumental de microcirugía apropiado. Se 

diseccionaron pasado este tiempo, conservando el polo anterior del ojo ya que es 

donde se encuentran los procesos ciliares. Se llevó a cabo la crioprotección del polo 

anterior, sumergiéndolo en una solución de sacarosa al 11% en PBS durante un 

mínimo de 12 horas para a continuación sumergirlos en una solución de sacarosa al 

33% en PBS 1X a 4ºC durante toda la noche, el tiempo suficiente para poder 

preservar el tejido del deterioro ocasionado por la formación de cristales de agua 

durante el proceso de congelación. 

Una vez pasado el tiempo sumergidos en sacarosa para completar la 

crioprotección, se incluyeron en un molde de relleno de medio para la congelación 

(Tissue-Tek® O.C.T. Compound®), que nos sirvió para realizar los cortes 

histológicos. Estos bloques con los ojos incluidos en el medio de congelación se 

guardaron a -80ºC hasta que fueron cortados con el criostato. 

Antes de proceder a realizar las secciones histológicas correspondientes, los 

bloques se dejaron aproximadamente 1 hora en el criostato para que alcanzasen la 

temperatura óptima de corte. Se realizaron secciones longitudinales de 10 µm de 

grosor de los ojos en un criostato Leica, se recogieron en portaobjetos de y se 

guardaron a -20ºC hasta el momento de su utilización. 
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2.4.2 Inmunofluorescencia del tejido  

Las criosecciones de los procesos ciliares se atemperaron durante unos 45 

minutos, y a continuación se hidrataron con PBS 1X durante 10 minutos. 

Posteriormente las muestras fueron permeabilizadas (PBS 1X-TritonX10 al 0,25%), 

para facilitar el acceso de los anticuerpos a todo el tejido, durante media hora. A 

continuación, fueron incubadas durante una hora con la solución de bloqueo e 

inmediatamente después incubadas con el anticuerpo primario correspondiente 

durante toda la noche a -4ºC en oscuridad. 

Tras la incubación del anticuerpo primario, y los lavados correspondientes, 

se procedió a la incubación en cámara oscura durante una hora del anticuerpo 

secundario diluido en PBS Tritón X-100 (0.1%). El anticuerpo secundario utilizado se 

muestra en la tabla 10. 

Pasado ese tiempo, y después de realizar lavados, se incubaron las muestras 

durante 10 minutos con yoduro de propidio (Li et al.) (dilución 1:500), lo cual nos 

permitió poder ver los núcleos celulares. Finalmente, los portaobjetos con nuestras 

secciones fueron montados con los cubreobjetos con la ayuda del medio de 

montaje con propiedades protectoras Vectashield (Vector Laboratories, Palex 

Medical). Se protegieron de la luz y se guardaron a 4ºC. 

Tabla 10. Anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia del tejido. 

ANTICUERPO DILUCIÓN PROVEEDOR 

Rabbit polyclonal anti-P2Y2 1:100 Alomone 

Goat polyclonal anti-P2Y1 1:100 Santa Cruz Biotechnology 

Goat polyclonal anti-P2Y6 1:75 Santa Cruz Biotechnology 

Alexa Fluor® 488 AffiniPure 
Donkey Anti-Goat IgG (H+L) 

1:200 Jackson Inmunoresearch 
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2.4.3 Procesado de las imágenes  

Las secciones trasversales de los procesos ciliares fueron observadas y 

fotografiadas a través un microscopio confocal. Este microscopio está equipado 

con dos filtros: uno que permite poder observar los anticuerpos conjugados con 

FITC y Alexa Flúor488 (el filtro de fluorescencia BP 505-530) y otro que permite 

observar la fluorescencia roja de los núcleos de las muestras de tejido (el filtro de 

rodamina LP 560). El microscopio además tiene integrada una cámara digital de 

alta resolución, y todo ello estaba monitorizado a través del programa LSM 5 Pascal 

de Zeiss. 

La realización de las fotos y el fotomontaje de las secciones se realizaron 

utilizando el objetivo de 40x (PlanNeofluar 40x/1.30; Zeiss, Jena, Alemania). 

2.5 ESTUDIOS IN VITRO 

En este apartado se describen los experimentos llevados a cabo las líneas 

celulares mencionadas en el apartado anterior. Los experimentos llevados a cabo 

se realizaron siguiendo el mismo protocolo tanto para las células de la microglía 

como para las células ARPE-19. Se estudió la liberación de calcio intracelular en 

presencia de agonistas y antagonistas de los receptores purinérgicos P2Y1, P2Y2 y 

P2Y6. 

La cantidad de las células sembradas para los experimentos fue de 6000 

cel/pocillo en 100 μL del medio empleado para cada tipo celular. Las placas de 96 

pocillos estaban cubiertas por Poli-D-Lisina. 
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2.5.1 Estudio de la liberación de calcio al medio intracelular por 

la activación del Ap4A de receptores P2Y  

Para llevar a cabo la determinación de los niveles de Ca2+ en presencia de 

agonistas de receptores P2Y en las dos líneas celulares de estudio, se utilizaron 

técnicas de fluorimetría basadas en la utilización de sondas fluorescentes 

permeables a las células. La medida de la liberación de Ca2+ se llevó a cabo en la 

plataforma Flexstation.  

En dicha plataforma se introdujeron las placas de 96 pocillos donde se 

encontraban las células de estudio, las cuales eran previamente incubadas con 20 

μL de la sonda fluorescente Fura-2 AM con una concentración de 2 μM, durante 45 

minutos a una temperatura de 37ºC. Esta sonda es un compuesto poliamónico que 

se une al Ca2+ de forma específica y es capaz de atravesar la membrana plasmática 

de las células. Se forma un complejo entre la sonda Fura-2 AM y el calcio libre en el 

citosol, y este complejo da lugar a una fluorescencia con un máximo a una longitud 

de onda de 510 nm, al tiempo que se produce el desplazamiento del espectro de 

excitación de 280 a 340 nm. Para evitar que salga al medio extracelular el complejo 

formado por la sonda y el calcio añadimos al buffer de carga, que contiene 10 mL 

de HBSS y 20 μL de Fura-2 AM, 100 μL de sulfinpirazona a una concentración de 

250 μM.  

Una vez introducidas, en la parte media de la plataforma se colocaba otra 

placa de 96 pocillos donde estaban las distintas concentraciones del Ap4A, el cual 

era inyectado a un tiempo fijo para la posterior lectura de la fluorescencia (se 

inyectaban 20 μL) Las concentraciones se prepararon en el buffer E-Total 10X y la 

concentración final a la que eran inyectadas fue de 1X. Para proceder a la 

obtención de la fluorescencia que nos identificaría la cantidad de calcio liberado, se 

estimulaba a las células con dos longitudes de onda 340 nm y 380 nm. La selección 

de estas longitudes de onda corresponde a los máximos de los registros de 

fluorescencia de soluciones de Fura-2 saturadas de calcio (340) y Fura-2 libre de 
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calcio (380). Dentro del Flexstation las células permanecían a la misma temperatura 

(37ºC).  

Los registros de fluorescencia de los experimentos realizados para el estudio 

de los receptores fueron la variación de la fluorescencia (F340/F380) en relación al 

tiempo. Las medidas se tomaban cada segundo desde 0 hasta 300 segundos. Antes 

de calcular la razón entre ambas longitudes de onda, se sustrajeron los valores de 

fluorescencia basal de cada una de las imágenes recogidas para cada longitud de 

onda. Todos los datos obtenidos estuvieron controlados por un ordenador con el 

software SoftMax Pro. 

2.5.2 Estudio de la liberación de calcio al medio intracelular en 

presencia de antagonistas de receptores P2Y 

La cuantificación de la liberación de calcio en presencia de antagonistas se 

lleva a cabo en la plataforma Flexstation, siguiendo el mismo protocolo descrito en 

el apartado anterior 2.5.1.  

Las placas de 96 pocillos se incuban con la sonda Fura-2 AM durante 45 

minutos a una temperatura de 37ºC. La principal diferencia con el procedimiento 

anterior fue que las placas de 96 pocillos fueron tratadas con los antagonistas 

selectivos de los receptores de estudio. Para ello se retiraba el medio de carga y se 

añadían 180μL del buffer E-Total en combinación con los antagonistas de los 

receptores P2Y: El MRS2179 antagonista del receptor P2Y1, AR-C como antagonista 

del receptor P2Y2 y MRS2578 como antagonista del receptor P2Y6. 
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2.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos presentados en esta memoria se representan como la 

media aritmética y el error estándar de la media (media ± s.e.m). Los gráficos se 

realizaron con el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., USA), y el 

análisis estadístico se realizó con el software SPSS 22.0 para Windows (SPSS, Inc., 

EE. UU.).  

Las técnicas estadísticas empleadas se utilizaron en función de los grupos a 

analizar y el tipo de prueba realizada.  

El test de ANOVA de las dos vías para muestras independientes, junto con el 

post test de Sidak (para la corrección de la comparación múltiple) se pudo aplicar 

cuando las muestras cumplían la normalidad (test de normalidad ómnibus de 

D’Agostino y Pearson) y la comparación debía efectuarse entre grupos 

independientes.  

En todos los experimentos con animales se realizó el cálculo del tamaño 

muestral. Para ello se utilizó el programa estadístico Granmo 6.0, asumiéndose un 

riesgo alfa de 0.05, una potencia estadística del 80% y una relación entre grupos 

1:1, obteniéndose un resultado de al menos 8 animales por grupo. 

Los niveles de significación establecidos han sido: p<0.001, diferencia 

extremadamente significativa (***); p<0.01, diferencia muy significativa (**); 

p<0.05, diferencia significativa (*). Los niveles superiores a 0.05 se han tomado 

como no significativos (ns).  
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RESULTADOS 

Objetivo 1: Describir la progresión de la presión 

intraocular en los animales glaucomatosos DBA/2J 

Los estudios de presión intraocular se iniciaron en base a la experiencia 

previa de nuestro grupo de investigación, el cual había demostrado el efecto 

hipotensor de ciertos nucleótidos. En base a nuestra hipótesis, debíamos empezar 

por caracterizar el modelo animal glaucomatoso. 

A partir de los resultados obtenidos se realizaron diferentes experimentos 

para caracterizar los receptores P2Y de interés en el presente trabajo, a nivel de los 

procesos ciliares de un modelo murino de glaucoma. 

1.1 Cambios en la presión intraocular relacionados con la edad 

y con el desarrollo de la patología 

Para comprobar la evolución de la presión intraocular durante el desarrollo 

de la patología del glaucoma en los animales DBA/2J se realizó un seguimiento 

tomando medidas y comparando posteriormente la presión intraocular obtenida 

tanto en los ratones control C57BL/6J y los ratones glaucomatosos DBA/2J desde 

los 3 meses hasta que alcanzaron los 12 meses de edad. Las medidas se realizaron 

cada 3 meses. En los ratones DBA/2J la presión intraocular inicial, a los 3 meses, fue 

de 16.3 ± 0.8 mmHg, se incrementó hasta llegar a un 22.5 ± 0.4 mmHg a los 9 

meses, alcanzando un máximo de 26.2 ± 0.7 mmHg a los 12 meses de edad, es 

decir, la PIO se vio incrementada en un 155.4 ± 7.3 % comparándola con la presión 

intraocular basal. En los ratones C57BL/6J la PIO se mantuvo estable en el tiempo 

(Fig. 16). 



 

90 

Resultados         

 

Objetivo 2: describir y demostrar la presencia de 

receptores purinérgicos de estudio en los procesos 

ciliares del modelo animal glaucomatoso DBA/2J 

Una vez finalizado el seguimiento de la evolución de la patología en los 

animales de estudio y verificado que en los animales control la PIO se mantiene 

constante a lo largo de toda su vida, quisimos comprobar la presencia de los 

receptores P2Y1, P2Y2 y P2Y6 en los procesos ciliares de ambas cepas. 

Para ello, se llevaron a cabo distintas técnicas de laboratorio como la 

cuantificación de ARN mensajero mediante PCR o la visualización de los receptores 

en el microscopio confocal mediante técnicas de inmunohistoquímica. Ambos 

experimentos se realizaron cuando los animales tenían 3 meses de edad. 
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Figura 16. Medidas de la PIO en los ratones DBA/2J y C57BL/6J desde los 3 meses hasta los 12 
meses de edad 

Se expresa como el porcentaje sobre el control para ambos animales. Mientras que la PIO en 
los ratones control se mantiene estable (color azul oscuro), la PIO en los ratones 
glaucomatosos sufren una subida de esta (color verde) (n=32, ***p<0.001. Test de ANOVA de 
dos vías con post-test de Tukey). 
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2.1 Medidas de expresión del ARN mensajero de los receptores 

purinérgicos P2Y1, P2Y2 y P2Y6. 

Para comprobar la presencia de los receptores en los procesos ciliares del 

ratón control se realizó una primera PCR en tiempo real o RT-PCR. Los pesos 

moleculares de las bandas fueron de aproximadamente 100 bp y fueron 

amplificados de los extractos de ARNc obtenido a partir de la retrotranscripción de 

ARN total de los procesos ciliares de los ratones C57BL/6J. No aparecieron 

productos de amplificación en los ensayos que contenían agua (Control o molde).  

2.2 Inmunohistoquímica de los receptores P2Y1, P2Y2 y P2Y6.  

En la siguiente figura se muestra la presencia y distribución de los tres 

receptores de estudio en el modelo de ratón glaucomatoso a los 3 meses de edad. 

Podemos observar diferente intensidad de fluorescencia para cada receptor. 

Observar esta expresión de proteína de los receptores de estudio en nuestro 

modelo animal junto con los resultados de la RT-PCR corroboraba la hipótesis 

planteada al principio del trabajo experimental y nos dio lugar a la continuación de 

la realización de los siguientes ensayos. 

	
Figura 17. Imagen del gel resultante de la RT-PCR de los receptores P2Y1, P2Y2 y P2Y6.  

El marcador de peso molecular M representa: 1 kb (10000-250 pb); El marcador de peso 
molecular m representa: 100 bp (1000-100 bp). 
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Figura 18. Panel expresión DBA 3 meses 

Representación de la inmunohistofluorescencia de los procesos ciliares de los ratones 

DBA/2J de 3 meses. De arriba a abajo observamos el contraste de fase, la fluorescencia y los 

núcleos celulares marcados con ioduro de propidio. De izquierda a derecha están 

representados los receptores P2Y1, P2Y2 y P2Y6. 
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Objetivo 3: Describir la implicación de los 

receptores P2Y1, P2Y2 y P2Y6 con la evolución de la 

patología. 

Tras comprobar la presencia de los receptores de estudio del presente 

trabajo en los procesos ciliares del modelo glaucomatoso y control, iniciamos el 

seguimiento de los receptores a lo largo de la vida de los ratones, lo cual implicaba 

a su vez que el seguimiento se llevó a cabo en relación con la evolución de la 

patología. Los estadíos que elegimos para los experimentos fueron 3, 6, 9 y 12 

meses. Tanto en los resultados de las PCR cuantitativas como los resultados de 

inmunohistoquímica están representados los cambios obtenidos entre los ratones 

DBA/2J y los ratones C67BL/6J y los cambios de ambos con respecto a la edad y 

evolución de la patología. 

3.1 EXPRESIÓN DEL ARN MENSAJERO DE LOS RECEPTORES 

PURINÉRGICOS CON LA EVOLUCIÓN DE LA PATOLOGÍA 

Para el estudio de la expresión del ARN mensajero de los receptores 

purinérgicos se efectuó mediante la técnica de la PCR cuantitativa, descrita en el 

apartado de métodos 2.3.6. Los valores obtenidos fueron normalizados con la 

cantidad expresada del gen control GAPDH. 
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3.1.1 Receptor P2Y1 

La expresión del receptor P2Y1 permaneció invariable a lo largo de la vida de 

los ratones C57BL/6J o control. Cuando comparamos entre los ratones control y los 

DBA/2J, la expresión de este receptor fue dos veces mayor en los DBA/2J a los tres 

meses de edad (p=0.005). Al realizar la comparación en relación con los meses de 

los ratones DBA/2J observamos que la expresión del P2Y1 estaba más elevada a los 

3 meses que a los 12 meses, lo que nos indica que hay una tendencia a la 

disminución de expresión con la edad (Figura 19). 
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Figura 19. Representación de la evolución temporal de la expresión del receptor P2Y1 en los 
procesos ciliares de C57BL/6J frente a DBA/2J.  

Los resultados son la media ± SEM de 43 animales de cada cepa. (*p<0.05, *** p<0.001 
comparación entre la misma cepa; ###p<0.001 comparación entre ambas cepas); ANOVA de 
una vía con el test de la comparación múltiple de Dunnett). 
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3.1.2 Receptor P2Y2 

Con respecto a la expresión del receptor P2Y2 en los ratones control 

pudimos ver que esta también permanecía constante durante toda la vida de los 

animales. Sin embargo, aparecía un incremento de la expresión de este receptor 

dependiente de la evolución de la patología, llegando a estar incrementada la 

expresión 6 veces más en los ratones DBA/2J de 12 meses comparándolos con los 

de 3 meses (p=0.005). Este incremento en la expresión se empieza a ver a los 6 

meses de edad (Figura 20).  
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Figura 20. Representación de la evolución temporal de la expresión del receptor P2Y2 en los 
procesos ciliares de C57BL/6J frente a DBA/2J.  

Los resultados son la media ± SEM de 43 animales de cada cepa. (*p<0.05, *** p<0.001 
comparación entre la misma cepa; ###p<0.001 comparación entre ambas cepas); ANOVA de 
una vía con el test de la comparación múltiple de Dunnett). 



 

96 

Resultados         

3.1.3 Receptor P2Y6 

Al igual que con los anteriores receptores, el patrón de expresión del P2Y6 

con respecto al tiempo en los ratones control permaneció constante con el tiempo. 

Podríamos decir que los resultados de los niveles de expresión de este receptor en 

los ratones glaucomatosos mostraron el mismo patrón que el receptor P2Y2, es 

decir, aparecía un incremento de la expresión con respecto a la edad y de la 

patología. Este aumento fue significativo a la edad de 3 meses y se vio como iba 

aumentando progresivamente hasta verse expresado 6 veces más a los 12 meses 

de edad si lo comparábamos con la expresión a los 3 meses (p=0.005) (Figura 21).  
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Figura 21. Representación de la evolución temporal de la expresión del receptor P2Y6 en los 
procesos ciliares de C57BL/6J frente a DBA/2J.  

Los resultados son la media ± SEM de 43 animales de cada cepa. (*p<0.05, *** p<0.001 
comparación entre la misma cepa; ###p<0.001 comparación entre ambas cepas); ANOVA de 
una vía con el test de la comparación múltiple de Dunnett. 
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3.2 INMUNOHISTOQUÍMICA DE LOS RECEPTORES 

PURINÉRGICOS EN RELACIÓN CON LA EVOLUCIÓN DE LA 

PATOLOGÍA 

Mediante técnicas de inmunohistoquímica también pudimos comprobar la 

disminución o aumento de la expresión de los receptores P2Y con los meses en 

consonancia con los resultados obtenidos en las PCR cuantitativas. 

Los paneles mostrados para cada receptor están distribuidos de la siguiente 

manera: imagen de los procesos ciliares de los C57BL/6J a los 3 meses de edad 

(columna izquierda), la de los DBA/2J a los 3 meses de edad (columna central) y los 

ratones DBA/2J a los 12 meses de edad (columna derecha). El anticuerpo contra los 

receptores aparece en color verde, y los núcleos fueron teñidos con ioduro de 

propidio, en rojo. 
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3.2.1 Inmunohistoquímica del receptor P2Y1 

Las imágenes tanto del contraste de fase como las imágenes confocales nos 

muestran que el receptor P2Y1 estaba distribuido principalmente en el epitelio no 

pigmentado de los procesos ciliares y hay una diferencia notoria entre el estadío de 

3 meses entre los ratones glaucomatosos y los controles. También encontramos 

que la expresión estaba elevada en los ratones DBA de 3 meses con respecto a los 

DBA de 12 meses. Al realizar una cuantificación relativa de la fluorescencia de los 

procesos ciliares de ambos ratones se puede observar como la intensidad de 

marcaje en el ratón DBA fue 2.2 veces superior a la del C57 (64.57 ± 7.75 % frente a 

143.10 ± 13.46 %, figura 22). Estos resultados coinciden con el cambio detectado 

en los estudios de PCR cuantitativa. 
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Figura 22. Cuantificación de la fluorescencia del receptor P2Y1 en procesos ciliares del ratón 
C57BL/6J frente al DBA/2J.  

*** p<0.001 respecto a los 3 meses del ratón control (C57). Test de ANOVA de una vía con 
post-test de Sidak. 
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Figura 23. Representación de la distribución celular del receptor P2Y1 en los procesos ciliares de 
C57BL/6J frente a DBA/2J. 

En la imagen se muestra la inmunohistofluorescencia de los procesos ciliares de C57BL/6J 3 
meses (columna izquierda) frente al DBA/2J de 3 y 12 meses (columna central y columna 
derecha, respectivamente). La barra de escala son 20 μm. En verde se muestra la fluorescencia 
de los anticuerpos frente al receptor P2Y1. En rojo aparecen marcados los núcleos de las células. 
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3.4.2 Inmunohistoquímica del receptor P2Y2. 

En estas imágenes, las de contraste de fase y las imágenes confocales, nos 

muestran que el receptor P2Y2 también estaba distribuido especialmente en el 

epitelio no pigmentado de los procesos ciliares. Su expresión se vio aumentada con 

la edad, y por tanto con la evolución de la patología en los ratones DBA/2J. Al 

realizar una cuantificación relativa de la fluorescencia de los procesos ciliares de 

ambos ratones se puede observar como la intensidad de marcaje en el ratón DBA 

fue 3.9 veces superior a la del C57 (37.01 ± 0.88 % frente a 145 ± 13.14 %, figura 

24). Estos resultados coinciden con el cambio detectado en los estudios de PCR 

cuantitativa. 
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Figura 24. Cuantificación de la fluorescencia del receptor P2Y2 en procesos ciliares del ratón 
C57BL/6J frente al DBA/2J.  

*** p<0.001 respecto a los 3 meses del ratón control (C57). Test de ANOVA de una vía con 
post-test de Sidak. 
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Figura 25. Representación de la distribución celular del receptor P2Y2 en los procesos ciliares 
de C57BL/6J frente a DBA/2J. 

En la imagen se muestra la inmunohistofluorescencia de los procesos ciliares de C57BL/6J 3 
meses (columna izquierda) frente al DBA/2J de 3 y 12 meses (columna central y columna 
derecha, respectivamente). La barra de escala son 20 μm. En verde se muestra la 
fluorescencia de los anticuerpos frente al receptor P2Y2. En rojo aparecen marcados los 
núcleos de las células. 
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3.4.3 Inmunohistoquímica del receptor P2Y6 

Al igual que los receptores P2Y1 y P2Y2, el receptor P2Y6 encontramos que 

aparecía localizado en el epitelio no pigmentado de los procesos ciliares en ambas 

cepas. Vimos como su expresión incrementaba a los 12 meses de edad de los 

DBA/2J comparado con los animales de 3 meses y también cuando lo 

comparábamos con los animales control. Al realizar una cuantificación relativa de 

la fluorescencia de los procesos ciliares de ambos ratones se puede observar como 

la intensidad de marcaje en el ratón DBA fue 3.7 veces superior a la del C57 (50.29 

± 3.19 % frente a 183.90 ± 6.63 %, figura 26). Estos resultados coinciden con el 

cambio detectado en los estudios de PCR cuantitativa. 
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Figura 26. Cuantificación de la fluorescencia del receptor P2Y6 en procesos ciliares del ratón 
C57BL/6J frente al DBA/2J. 

*p<0.05; *** p<0.001 respecto a los 3 meses del ratón control (C57). Test de ANOVA de una 
vía con post-test de Sidak. 
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Figura 27. Representación de la distribución celular del receptor P2Y6 en los procesos ciliares 
de C57BL/6J frente a DBA/2J. 

En la imagen se muestra la inmunohistofluorescencia de los procesos ciliares de C57BL/6J 3 
meses (columna izquierda) frente al DBA/2J de 3 y 12 meses (columna central y columna 
derecha, respectivamente). La barra de escala son 20 μm. En verde se muestra la 
fluorescencia de los anticuerpos frente al receptor P2Y6. En rojo aparecen marcados los 
núcleos de las células. 
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Objetivo 4: Comprobar el efecto del Ap4A como 

agente hipotensor 

A la vista de los resultados anteriores donde pudimos demostrar la 

presencia de los receptores purinérgicos y conociendo el efecto que tiene el Ap4A 

sobre la PIO por los resultados obtenidos con anterioridad en el grupo de 

investigación, quisimos comprobar el efecto del Ap4A nuestros animales, siguiendo 

el protocolo explicado en material y métodos en el apartado 2.1. Estos 

experimentos se llevaron a cabo en los ratones DBA/2J de entre los 9 y 12 meses 

de edad ya que era el periodo donde la patología ya estaba establecida, la PIO 

estaba elevada y se mantenía estable en estos animales. Las medidas se hicieron a 

su vez con los ratones control de la misma edad.  

4.1 Dosis respuesta del Ap4A 

Para determinar qué dosis era la más adecuada para poder observar el 

efecto que tenía el dinucleótido sobre la presión intraocular, instilamos el Ap4A a 

diferentes concentraciones en los ratones DBA/2J y en los C57BL/6J en un rango de 

concentraciones que empezaba en 10-8 M e iba hasta 10-3 M. 

En la figura 28 se refleja el comportamiento sigmoideo del Ap4A, 

presentando un valor calculado del pD2 de 4.9 ± 0.5 en los ratones normotensos, y 

de 5.1 ± 0.4 en los ratones glaucomatosos, lo cual era equivalente a un EC50 de 9.0 

μM y de 8.9 μM respectivamente. Además, pudimos observar que las 

concentraciones por encima de 10-4 M no producían una mayor reducción en la 

PIO.  
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4.2 Estudio del efecto del dinucleótido Ap4A sobre la PIO con 

respecto al tiempo. 

 Una única dosis de 2 μL de Ap4A 100 μM instilado tópicamente fue capaz de 

producir una reducción de la presión intraocular medible durante varias horas. El 

efecto máximo de reducción se obtuvo a las 3 horas de la instilación, y se 

alcanzaban valores iniciales tras un periodo de 6 horas de la aplicación (Figura 29). 

La reducción de la presión intraocular fue del 30.6 ± 6.6 % en los ratones 

glaucomatosos DBA/2J y del 17.9 ± 4.0 % en los ratones C57BL/6J, cuando 

comparamos con los animales tratados con salina (control). 

PIO DBA/2J C57BL/6J 

PIO Basal 23.4 ± 1.5  14.7 ± 1.1  

PIO 3h 16.2 ± 1.6  11.8 ± 0.6  

Tabla 11. Valores de PIO en ambas cepas de ratón, con respecto al tiempo, expresados en mmHg 
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Figura 28. La gráfica muestra la curva de la dosis-respuesta del Ap4A sobre la presión 
intraocular.  

Los datos representan el porcentaje de baja de PIO respecto de los valores basales del ratón 
DBA/2J (gráfica superior) y la del control C57BL/6J (gráfica inferior) (n=15, *p<0.05 y 
**p<0.01 frente a. control. Test de ANOVA de dos vías con el post-test de Tukey). 
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4.3 Estudio del efecto de los antagonistas de los receptores 

P2Y1, P2Y2 y P2Y6. 

Como se ha mencionado anteriormente en la introducción, ha sido descrito 

previamente que el Ap4A es un agonista selectivo de P2Y1, P2Y2 y P2Y6 (von 

Kugelgen, 2006). Por ello decidimos probar el efecto del Ap4A sobre la presión 

intraocular en nuestro modelo de hipertensión en presencia de antagonistas 

purinérgicos P2Y, obteniendo una primera aproximación de la implicación que 

podían tener estos receptores purinérgicos en la patología del glaucoma, la 

elevación de la presión intraocular y su modulación con el Ap4A. Los animales 

fueron instilados media hora antes del Ap4A con una única dosis de 2 μl 100 μM de 

MRS2179 (antagonista selectivo del P2Y1), de MRS2578 (antagonista selectivo de 

P2Y6) y un cóctel de suramina, PPADS y RB-2 para antagonizar el receptor P2Y2. 

  

0 1 2 3 4 5 6

80

100

120

140

160

180

Tiempo	(Horas)

P
IO
	(
%
	d
el
	c
o
n
tr
o
l)

C57

C57	Ap₄A

DBA

DBA	Ap₄A

**

*

Figura 29. Representación del efecto del Ap4A (100 μM, 2 μL) a lo largo de 6 horas en ambos 
tipos de animales. 

 Se puede ver que tanto en el modelo glaucomatoso (gráficas superiores) como en el modelo 
normotenso o control (gráficas inferiores) se produce una bajada de PIO. (n=14. *p<0.05 y 
**p<0.01 frente a control. Test de ANOVA de dos vías con el post-test de Tukey. 
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Como se ha visto en el apartado anterior, el Ap4A produjo un descenso de la 

PIO un 30.6 ± 6.6 % en los ratones DBA/2J y un 17.9 ± 4.0 % en los C57BL/6. Al 

realizar el tratamiento antagonista, se ha podido comprobar que el efecto 

hipotensor del Ap4A en ambos animales se antagonizó de manera diferente en 

cada uno de ellos. Se produjo un antagonismo completo en presencia del MRS2179 

y del cóctel de suramina, PPADS y RB2 en los ratones C57BL/6J (Figura 30), 

mientras que en los ratones DBA/2J este efecto hipotensor del Ap4A fue inhibido 

completamente por el antagonista MRS2578 y por el cóctel de suramina, PPADS y 

RB-2. (Figura 31). 
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Figura 30. Efecto en los ratones C57BL/6J de los antagonistas selectivos de los receptores 
P2Y1, P2Y2 y P2Y6. 

N=15, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 frente a. Ap4A. Test de ANOVA de una vía con las 
comparaciones múltiples del test de Dunnett). 
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Para ver con más detalle los cambios que se producen en la presión intraocular en 

función del antagonista instilado en presencia de Ap4A se muestran en las 

siguientes tablas los valores de PIO expresados en mmHg, tanto para los ratones 

control (C57) como para los ratones glaucomatosos (DBA). 

 

PIO MRS2179 Cóctel MRS2578 

PIO Basal 15.1 ± 1.6 17.1 ± 0.4 19.0 ± 0.8 

PIO 3h 18.7 ± 0.5 17.2 ± 1.7 18.0 ± 1.7 

Tabla 12. Variación de los valores de PIO en los ratones C57BL/6J expresados en mmHg. 

 

PIO MRS2179 Cóctel MRS2578 

PIO Basal 19.0 ± 2.7 18.0 ± 2.8 22.6 ± 2.9 

PIO 3h 18.7 ± 0.8 19.5 ± 2.1 24.1 ± 2.9 
 

Tabla 13. Variación de los valores de PIO en los ratones DBA/2J expresados en mmHg. 
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Figura 31. Efecto en los ratones DBA de los antagonistas selectivos de los receptores P2Y1, 
P2Y2 y P2Y6 

N=15, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 frente a Ap4A. Test de ANOVA de una vía con las 
comparaciones múltiples del test de Dunnett). 
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4.4 Efecto a largo plazo de la instilación tópica del Ap4A  

Sabiendo que el Ap4A era capaz de disminuir la PIO en los ratones 

glaucomatosos, quisimos saber que podía pasar si instilábamos Ap4A de manera 

constante durante el desarrollo de los ratones glaucomatosos. Para permitir un 

mejor entendimiento del proceso glaucomatoso que sucede en los ratones DBA/2J, 

este compuesto fue instilado tópicamente 3 veces por semana durante 3 meses 

consecutivos en el momento de mayor subida de la PIO en el modelo glaucomatoso 

(empezando en el sexto mes y terminando en el noveno) tanto en los animales 

glaucomatosos como en los animales controles o normotensos. Como se puede ver 

en la figura 32, existe una clara tendencia en aquellos animales glaucomatosos 

tratados con 2 μL a una concentración 100 μM de Ap4A de reducción en el 

incremento de la PIO comparado con aquellos animales glaucomatosos solo 

tratados con salina. Aunque esta tendencia fue visible desde el segundo mes del 

tratamiento (que correspondió a la octava semana de tratamiento), sólo fue 

posible ver diferencias estadísticamente significativas en las dos últimas semanas 

de tratamiento. En este punto, las diferencias de PIO fueron de aproximadamente 

un 19% de reducción, con un estancamiento del incremento de la presión 

intraocular, comparando los animales tratados a largo plazo con los animales a los 

que solo se les instiló salina (considerados como no tratados).  
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Figura 32. Evolución de la PIO desde el quinto al noveno mes de vida de los ratones DBA/2J y 
los ratones C56BL/6J.  

Tratados con Ap4A. (n=20 **p<0.01, ***p<0.001 respecto a los tratados con solución salina). 
Test de ANOVA de dos vías con post-test de Tukey. 
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PIO DBA DBA+AP4A C57 C57+Ap4A 

 5 meses 9.0 ± 0.5  10.6 ± 0.5  13.2 ± 0.5  13.5 ± 0.4  

9 meses 20.0 ± 0.8  16.5 ± 2.1  12.4 ± 1.0  12.7 ± 0.6  

Tabla 14. Valores de la variación de la PIO en los animales de experimentación con y sin 
tratamiento, expresados en mmHg 

La tabla 14 recoge los valores de presión intraocular basales y a los 9 meses 

de edad de los ratones control (C57) y los ratones glaucomatosos (DBA) tratados 

con Ap4A y con salina.  

4.4 Efecto de la instilación tópica del Ap4A combinado con 

fármacos comerciales 

Debido al efecto modulador de presión intraocular del Ap4A, quisimos saber 

qué ocurría si instilábamos los fármacos comerciales empleados en la reducción de 

la presión intraocular junto con el dinucleótido. Lo probamos tanto en los ratones 

DBA/2J como en los C57BL/6J combinando Ap4A con Timoftol® y con Alphagan®. 

Como se muestra en la figura 33, al instilar Ap4A con Timoftol® se producía una 

reducción de la PIO en ambas cepas de ratón, siendo esta reducción mayor en los 

ratones glaucomatosos (DBA/2J, gráficas superiores y C57 gráficas inferiores) 

llegando a disminuir un 54.8 ± 6.1 %.   

Cuando observamos el comportamiento de la PIO al combinar Ap4A con 

Alphagan®, se vio el mismo comportamiento, aunque la reducción de la 

combinación de fármaco con el dinucleótido fue de un 42.5 ± 5.4 %, ligeramente 

menor que con el Timoftol® (Figura 34) (DBA/2J).  
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Figura 33. Representación de la PIO (% del control) al instilar Ap4A con Timoftol 

Se muestran los resultados en ratones DBA/2J, parte superior, y en ratones C57BL/6J en la 
parte inferior de la gráfica. n=6. Test de ANOVA de una vía una vía con post test de 
comparaciones múltiples de Sidak. pValor: **p<0,01 ***p<0,001  
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Figura 34. Representación de la PIO (% del control) al instilar Ap4A junto con Alphagan® 

Se muestran los resultados en ratones DBA/2J, parte superior, y en ratones C57BL/6J en la 
parte inferior de la gráfica. n=6. Test de ANOVA de una vía con post test de comparaciones 
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La variación de la PIO en los ratones DBA/2J en presencia de los fármacos 

comerciales combinados con el Ap4A, expresada en mmHg aparece en las 

siguientes tablas:  

PIO Salina Alphagan® AP4A+Alphagan® 

PIO Basal 18.4 ± 0.5  17.7 ± 0.4  15.0 ± 0.8  

PIO 3h 17.4 ± 0.4  14.7 ± 0.3  10.5 ± 0.4 

Tabla 15. Variación de la PIO en los ratones DBA/2J cuando aplicamos Alphagan 

PIO Salina Timoftol® Ap4A+Timoftol® 

PIO Basal 18.3 ± 0.3 21.2 ± 0.5 20.3 ± 0.9 

PIO 3h 18.6 ± 0.8 16.2 ± 0.2 12.5 ± 0.8 

Tabla 16. Variación de la PIO en los ratones DBA/2J cuando aplicamos tópicamente Timoftol 

Objetivo 5: Comprobar el efecto del Ap4A en 

células microgliales (BV-2) y en las células del EPR 

humano (ARPE-19). 

Como se ha mencionado en la introducción, el glaucoma es considerado una 

patología neurodegenerativa (Quigley, 2011), caracterizada por una degeneración 

de distintos tipos celulares de la retina, en la que se ve afectada la calidad de la 

visión . Experimentos anteriores realizados en el grupo mostraron que el Ap4A tenía 

un efecto neuroprotector a nivel de procesos ciliares (Hoyle and Pintor, 2010). 

Tal y como se explica en material y métodos en el apartado 2.5.1, 

comprobamos los cambios producidos en ambas líneas celulares en presencia del 

Ap4A. 

5.1 EXPERIMENTOS EN CÉLULAS MICROGLIALES BV-2. 

Para poder ver el efecto del Ap4A en las células BV-2, empleamos la técnica 

de espectrofotometría de Fura-2 AM, donde pudimos ver la liberación al medio 

intracelular de Ca2+.  
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5.1.1 Ensayo de Fura-2 AM de liberación de calcio al medio 

intracelular en presencia del Ap4A. 

Cuando estimulábamos las células BV-2 con un rango de concentraciones de 

Ap4A que iban desde 3 μM a 3 mM, éstas mostraron un incremento de la 

fluorescencia dependiente de la dosis por liberación de Ca2+. La respuesta máxima 

del Ap4A se obtuvo a una concentración de 3 mM ya que era la que presentaba una 

mayor fluorescencia entre los 30 y 90 segundos. Esta fluorescencia volvía a valores 

basales entre los 100 y los 300 segundos (Figura 35). 

Figura 35. Fluorescencia obtenida en respuesta al Ap4A 3 mM durante un periodo de 0 a 300 

segundos. 

Como se puede ver en la figura anterior, y observando el comportamiento 

de la curva de la dosis respuesta (Figura 36) descartamos continuar temporalmente 

con experimentos en esta línea celular de la microglía para comprobar el posible 

efecto neuroprotector, ya que, por las características de la técnica de 

experimentación, la concentración requerida para obtener una respuesta 

considerable no era viable (Ec50= 5 mM). 
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Figura 36. Representación gráfica de la curva de la dosis respuesta del Ap4A en las células 
microgliales BV-2.  

Los datos se representan como el nivel de cambio de la fluorescencia en función del 
logaritmo de la concentración. (Ec50= 5 mM; pD2= 2,29 ± 0,34) (n=3). 

5.2 EXPERIMENTOS EN CÉLULAS ARPE-19 

Al igual que hicimos para las células BV-2, comprobamos la actividad de las 

células ARPE-19 en presencia de Ap4A. En esta línea celular también realizamos 

experimentos para ver como respondían las mismas en presencia de antagonistas 

selectivos para poder valorar a qué se debía cada una de las respuestas obtenidas 

en presencia tanto del Ap4A. 

5.2.1 Dosis respuesta del Ap4A en las células ARPE-19 

Siguiendo la misma metodología que en las células BV-2, realizamos 

experimentos de espectrofotometría Fura-2 AM, midiendo la liberación de Ca2+ al 

medio intracelular. Para ello, utilizamos un rango de concentraciones que iba de 1 

nM a 1 mM y así pudimos determinar la concentración óptima para utilizar en el 

resto de los experimentos en función al Ec50 obtenido.  

La concentración a la cual se alcanzaba el valor para el Ap4A fue de 1.22 μM 

que se correspondía con un pD2 de 5.91 ± 0.16. (Figura 37).  
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5.2.2 Experimentos de antagonistas de los receptores P2Y1, 

P2Y2 y P2Y6 en las células ARPE-19 

Para comprobar si los receptores de estudio de la tesis se activaban en las 

células del epitelio pigmentado de la retina (RPE) en presencia de Ap4A, fueron 

sometidas a tratamiento con el dinucleótido a una concentración final de 1 mM en 

presencia de los compuestos MRS2179, AR-C, MRS2578, que son antagonistas 

selectivos de P2Y1, P2Y2 y P2Y6 respectivamente, todos aplicados 30 minutos antes 

a una concentración final de 10 μM. 

Los resultados obtenidos nos mostraron que las células usadas como control 

negativo (buffer + buffer), es decir, las no tratadas con Ap4A, a las cuales sólo 

añadíamos el buffer de carga y los antagonistas la liberación de calcio al medio 

intracelular, mantienen la fluorescencia constante, así como aquellas tratadas con 

los antagonistas de los receptores purinérgicos de estudio. Sin embargo, aquellas 

células que fueron tratadas con Ap4A, experimentaron un incremento la liberación 

de Ca2+ al medio intracelular en presencia del dinucleótido. En presencia del 

antagonista selectivo del receptor P2Y2 esta fluorescencia aparecía 
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Figura 37. Representación gráfica de la dosis respuesta del Ap4A en las células ARPE-19. 

Los datos se representan como el nivel de cambio de fluorescencia, en relación con el nivel 
de Ca2+, en función del logaritmo de la concentración. Ec50=1,22 μM (n=3). 



 

116 

Resultados         

significativamente disminuida. A su vez, podemos observar como aquellas células 

tratadas con el antagonista selectivo del receptor P2Y1,, el MRS2179 en presencia 

de Ap4A, experimentan un incremento de la liberación de calcio al medio 

intracelular mayor que las que fueron sólo tratadas con Ap4A. Cuando se tomaron 

las medidas de fluorescencia para el antagonista selectivo del P2Y6 (MRS2579) no 

se observó ningún cambio. (Figura 38). 
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Figura 38. Efecto Ap4A del en la liberación de Calcio al medio extracelular en 
presencia de antagonistas selectivos. 

 Test de ANOVA de una vía con el post test de Dunnet. 
***pvalor≤0,0001;**pvalor≤ 0,001;*pvalor≤0,05; (n=3). 
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DISCUSIÓN 

El principal objetivo del presente trabajo ha sido establecer una relación 

entre el ratón glaucomatoso DBA/2J y el dinucleótido Ap4A. Sabemos que el Ap4A 

está presente de forma natural tanto en humor acuoso como en procesos ciliares 

(Pintor et al., 2003), no sólo en modelos animales sino que también está presente 

en el ser humano. Además, los valores de este dinucleótido aparecen elevados en 

el humor acuoso de pacientes glaucomatosos llegando a tener 15 veces más que 

los pacientes sanos.(Castany et al., 2011). 

El glaucoma está considerado como la principal causa de ceguera 

irreversible en el mundo, además es una patología multifactorial y 

neurodegenerativa que cursa generalmente con una presión intraocular elevada 

que a su vez produce un descenso en el número de células de la retina, provocando 

una pérdida de la visión progresiva (Burgoyne et al., 2005). Es por ello que el 

tratamiento más empleado para frenar la pérdida de la visión sea mediante el 

control de la PIO. Como norma general la administración de fármacos para 

disminuir la PIO en pacientes ayuda a retrasar o incluso a frenar el avance del 

glaucoma (Kass et al., 2002). Esto refuerza nuestra idea de que la administración de 

una molécula natural como lo es el Ap4A para bajar la presión intraocular sería 

beneficioso para los pacientes que tienen glaucoma, ya que además de conseguir 

bajar la presión intraocular no tiene efectos secundarios como los fármacos 

comerciales actualmente existentes. 

Conocemos, por estudios previos, la relación entre el sistema purinérgico, la 

presión intraocular y el glaucoma (Pintor et al., 2004b). Con este trabajo hemos 

podido caracterizar la evolución del glaucoma en los ratones DBA/2J y establecer 

una relación de los cambios observados en la patología en base a los receptores 

purinérgicos de estudio (P2Y1, P2Y2 y P2Y6). Mediante los ensayos llevados a cabo 

en células microgliales y del epitelio pigmentario de la retina hemos obtenido una 

primera aproximación a la interacción del Ap4A con las células de la retina, 

haciendo interesante la continuación de su estudio para corroborar un efecto del 
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dinucleótido Ap4A como agente neuroprotector o regulador de los procesos de la 

retina.  

Durante el desarrollo de la tesis, hemos podido comprobar que el modelo 

murino de glaucoma con el que hemos trabajado puede ser útil para trasladar los 

resultados obtenidos en los experimentos realizados al glaucoma padecido por el 

ser humano.  

1. PROGRESIÓN DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR EN 

LOS ANIMALES GLAUCOMATOSOS DBA/2J 

Los ratones comparten con el ser humano características anatómicas y de 

desarrollo del polo anterior del ojo, especialmente en las estructuras relacionadas 

con el flujo de humor acuoso (Daimon et al., 1997). Todos los avances en las 

medidas de la PIO en ojos pequeños han hecho que la investigación del glaucoma 

gire en torno principalmente a los modelos murinos (Goldblum et al., 2002, 

Reitsamer et al., 2004). Es más, la investigación enfocada en hipertensión y 

glaucoma, llevada a cabo en ratones en lugar de en otros modelos animales, está 

consiguiendo resultados con una información muy valiosa en lo que a extrapolar 

los resultados al ser humano se refiere. Un modelo murino interesante es el del 

ratón DBA/2J, el cual es un modelo glaucomatoso que sufre un aumento de la 

presión intraocular relacionado con la edad, marcando la evolución de la patología 

(Saleh et al., 2007, Perez de Lara et al., 2014). 

Al medir la presión intraocular del ratón glaucomatoso comprobamos como 

se produce una subida de la misma que llega a alcanzar un 57% con respecto a los 

valores basales. Dicha subida comienza en torno a los 6 meses de edad del animal y 

se mantiene elevada hasta los 12-15 meses. Los resultados obtenidos en este 

trabajo experimental concuerdan con aquellos encontrados en la literatura que 

describen este modelo animal (Harazny et al., 2009).  
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Este modelo resulta bastante atractivo ya que permite probar compuestos 

con propiedades hipotensoras, no sólo en medidas puntuales sino proporcionando 

información de su efecto a largo plazo. 

 

2. PRESENCIA DE LOS RECEPTORES PURINÉRGICOS 

P2Y1, P2Y2 Y P2Y6 EN LOS PROCESOS CILIARES DEL 

MODELO ANIMAL GLAUCOMATOSO DBA/2J 

La presencia en la cámara anterior del ojo (procesos ciliares y malla 

trabecular) de los receptores purinérgicos de estudio ha sido demostrada con 

anterioridad en diferentes especies animales tales como la vaca, el mono, la rata 

conejo, el cerdo e incluso en humano (Pintor et al., 2004b, Shahidullah and Wilson, 

1997, Cowlen et al., 2003, Crosson et al., 2004, Soto et al., 2005, Martin-Gil et al., 

2012). Debido a que nuestro animal de estudio es un modelo murino, era 

importante conocer si estos receptores también se encontraban presentes en las 

estructuras de la cámara anterior del ojo. Hemos podido comprobar la presencia de 

los receptores purinérgicos P2Y1, P2Y2 y P2Y6 en el modelo glaucomatoso DBA/2J y 

el C57BL/6J, lo que confirma la implicación de estos receptores en la modulación 

de la PIO como se había descrito con anterioridad en otros modelos animales. 

Dicha presencia en los procesos ciliares tanto de los ratones control como de los 

ratones glaucomatosos, se ha verificado mediante PCR e inmunohistoquímica. Con 

ello no sólo se ha comprobado la localización exacta en nuestro modelo de 

experimentación, si no la variación que experimentan con el avance de la patología 

en el modelo glaucomatoso. Además, esta información nos ha servido para poder 

llevar a cabo el resto de los objetivos en relación al Ap4A y este modelo murino de 

glaucoma.  
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3. IMPLICACIÓN DE LOS RECEPTORES P2Y1, P2Y2 Y 

P2Y6 CON LA EVOLUCIÓN DE LA PATOLOGÍA. 

Como ya se ha mencionado anteriormente en la memoria, los receptores 

purinérgicos P2Y se encuentran distribuidos a lo largo de las diferentes estructuras 

del ojo humano (Guzman-Aranguez et al., 2013). La importancia de estos 

receptores en el glaucoma, se debe a que su presencia a nivel de cámara anterior, 

tanto en el cuerpo ciliar como en la malla trabecular, se ha vinculado con un 

importante papel en el drenaje del humor acuoso (Pintor et al., 2004c, Soto et al., 

2005) y en la producción de humor acuoso (Martin-Gil et al., 2012).  

A la vista de los resultados obtenidos tanto de la PCR cuantitativa como de 

la inmunohistoquímica acerca de los receptores purinérgicos, podemos decir que la 

expresión de estos receptores permanece prácticamente invariable a lo largo de la 

vida del ratón C57BL/6J, utilizado como control. Sin embargo, no ocurre lo mismo 

para los ratones DBA/2J, donde sí se observaron cambios de la expresión de los 

mismos con la edad y evolución de la patología.  

En los animales glaucomatosos la expresión del ARN mensajero y de la 

proteína del receptor P2Y1 está disminuida en estadíos avanzados. Sin embargo, la 

expresión de mensajero y de proteína va aumentando progresivamente tanto en 

P2Y2 como P2Y6, a medida que los animales aumentan su edad. Lo cual se 

correlaciona directamente con los hallazgos encontrados anteriormente en nuestro 

equipo de investigación al analizar los electroretinogramas de estos animales y la 

pérdida gradual de las células ganglionares de la retina con la edad (Perez de Lara 

et al., 2014). Estos cambios en polo anterior también se corresponden con otros 

vistos a nivel de polo posterior en los ratones DBA/2J de 12 meses, donde la 

patología ya está presente tales como que la liberación de ATP o la expresión del 

transportador vesicular de nucleótidos (VNUT) están por encima de lo normal 

(Perez de Lara and Pintor, 2015). En conjunto,  cada uno de estos hallazgos nos 

sugieren que los cambios que se observan a nivel de los receptores purinérgicos en 
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el ratón DBA/2J están relacionados con el desarrollo de la patología y no con el 

envejecimiento del animal.  

La variación en la expresión de los receptores purinérgicos en los ratones 

glaucomatosos puede ser debida al deterioro que sufren los procesos ciliares con la 

edad ya que el glaucoma que padecen es de tipo exfoliativo, en el cual se produce 

una elevación de la PIO al encontrarse taponada la malla trabecular lo que dificulta 

el drenaje del humor acuoso. En base a esto, es posible que la reducción en la 

expresión del P2Y1 y el aumento de la expresión de P2Y2 produzcan parte de la 

elevación de la presión intraocular. El P2Y6 podría estar sobreexpresado debido a 

que naturalmente está implicado en el proceso de vasoconstricción, lo que se 

traduce en una reducción en la producción del humor acuoso y por tanto en una 

reducción de la PIO (Markovskaya et al., 2008) intentando compensar la reducción 

del P2Y1 y el aumento del P2Y2, que se encargarían de modificar el drenaje del 

mismo. Estas variaciones podrían explicar si el nivel elevado del Ap4A encontrado 

en el humor acuoso de pacientes con glaucoma podría ser el causante de la 

elevación de la PIO, ya que la cantidad de dinucleótido encontrada en humano es 

cercana a 300 nM, lo que permite estimular el receptor P2Y2 pero no el P2Y6 el cual 

requiere concentraciones del orden de micromolar para poder ser activado 

(Guzman-Aranguez et al., 2007).  

4. EFECTO DEL Ap4A COMO AGENTE HIPOTENSOR 

EN UN MODELO DE GLAUCOMA 

El ratón DBA/2J se ha estudiado ampliamente como modelo de glaucoma, y 

los ratones tienen un sistema de producción y drenaje del humor acuoso muy 

parecido al del ser humano (Daimon et al., 1997). Debido a la implicación de los 

receptores en la modulación de la PIO que hemos explicado con anterioridad, fue 

interesante encontrar la presencia de los receptores purinérgicos de estudio tanto 

en los ratones control como en los ratones glaucomatosos, medido mediante PCR e 

inmunohistoquímica respectivamente. Esto nos daba la base para poder llevar a 

cabo el resto de los objetivos con relación al Ap4A y el glaucoma. 
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El efecto del Ap4A en la PIO se comprobó a la edad de 9 meses, momento en 

el que la patología estaba presente en nuestros animales, según los estudios de PIO 

preliminares. Sobre los ratones normotensos tiene un efecto hipotensor, 

disminuyendo en torno a un 18%. Estudios previos del laboratorio ya habían 

demostrado este efecto en conejos normotensos obteniendo una respuesta similar 

de reducción de la PIO (Pintor et al., 2004b). Sin embargo, al estudiar el efecto en 

ratones con glaucoma o hipertensión se consigue una reducción mayor, llegando a 

disminuir la IOP aproximadamente un 31%.  

Una vez confirmada la presencia de los receptores P2Y1, P2Y2 y P2Y6 en los 

procesos ciliares, nuestro siguiente objetivo era observar el efecto del Ap4A en 

presencia de antagonistas y confirmar la implicación de estos receptores, para los 

cuales el Ap4A es agonista. Al realizar dicho antagonismo, obtuvimos un 

comportamiento diferente entre los ratones control y los ratones glaucomatosos. 

En los ratones control, el efecto del antagonista MRS2578, específico del receptor 

P2Y6 no tuvo efecto, pero se obtuvo un efecto significativo al antagonizar los 

receptores P2Y1 y P2Y2. Sin embargo, en los ratones glaucomatosos solo se veía 

efecto de los antagonistas para P2Y2 y P2Y6. Esta diferencia entre cepas nos hace 

suponer que la variación en la expresión de los receptores purinérgicos puede 

influir en los antagonismos, así como su variación durante la evolución de la 

patología. 

En la literatura hemos encontrado que otros autores han comprobado el 

efecto de fármacos comerciales en los ratones DBA/2J y en los C57BL/6J, como la 

Dorzolamida, obteniendo una reducción de hasta un 60% de la PIO (Chandra et al., 

2016). Esta diferencia con respecto a los resultados obtenidos durante la 

realización de esta tesis doctoral, puede ser debida a que la dorzolamida actúa 

directamente sobre las anhidrasas carbónicas y el Ap4A actúa sobre varios 

receptores como P2Y1 y P2Y6 que reducen la PIO en presencia del Ap4A, pero 

también actúa sobre el receptor P2Y2, el cual al ser activado por este dinucleótido, 

produce una subida en la presión intraocular (Martin-Gil et al., 2012). Ha sido 

demostrado que otros compuestos comerciales como la brimonidina y el 



 

 125 

            Discusión         

travoprost también son capaces de producir una reducción en la PIO en nuestro 

modelo animal y que por el contrario el beta-bloqueante Timolol no causaba 

ningún efecto cuando era instilado (Sawada et al., 2016). 

Según el estudio de antagonistas llevado a cabo para intentar determinar 

qué receptores estaban involucrados en la disminución de la PIO cuando 

instilábamos Ap4A, podemos decir que el efecto hipotensor en los ratones 

C57BL/6J se debe a la interacción del Ap4A con el receptor P2Y1 (por el efecto 

observado al instilar el antagonista MRS2179). Este efecto ya había sido 

previamente descrito en otros modelos animales, normotensos, y se ha 

relacionado con la presencia de este receptor en la malla trabecular (Soto et al., 

2004, Soto et al., 2005). Al observar el efecto hipotensor en los animales DBA/2J en 

presencia del dinucleótido y sus antagonistas, determinamos que esta bajada de 

PIO podría ser debida a la respuesta producida por el receptor P2Y6 (debido al 

efecto producido en presencia del antagonista MRS 2578).  

Aunque no debemos descartar que otros receptores purinérgicos P2X estén 

involucrados en este efecto hipotensor, como el P2X2 (debido al efecto de la 

suramina y el PPADS), el hecho de encontrar estas diferencias de activación de 

receptores entre especies puede estar explicado por el deterioro que sufre la malla 

trabecular y el acumulo de pigmento que se produce en el animal glaucomatoso.  

Además, tenemos que tener en cuenta que el dinucleótido Ap4A es un 

agonista del receptor P2Y2, el cual se encuentra en los procesos ciliares del ojo y se 

encarga de la síntesis del humor acuoso. Por tanto su activación nos daría un 

aumento en la presión intraocular. 

Es por esto que podemos decir que cuando instilamos tópicamente el Ap4A 

en los ratones y observamos un efecto hipotensor, se produce por un balance 

entre los diferentes receptores activados.  

Conocemos de antemano, mediante nuestros experimentos, que la 

expresión de los receptores de estudio permanece constante a lo largo de la vida 
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del animal normotenso C57/6J, no siendo así en los ratones DBA/2J, donde P2Y2 y 

P2Y6 aumentan con la edad y P2Y1 disminuye levemente. Sabiendo esto, podemos 

establecer una relación con los cambios en los niveles de expresión de ARN 

mensajero o de expresión de proteína obtenidos previamente, donde en el ratón 

DBA/2J disminuye la expresión de P2Y1 con el avance de la patología, 

presumiblemente por el deterioro que se produce a nivel de malla trabecular en 

estos animales y esto a su vez podría ser uno de los desencadenantes del 

incremento de la presión intraocular con el paso del tiempo; los niveles de 

expresión de los receptores P2Y2 y P2Y6 se ve incrementada con el paso del tiempo. 

La reducción de la PIO causada por la posible activación del receptor P2Y6 en 

procesos ciliares nos indica que el uso del Ap4A sería beneficioso para este modelo 

de hipertensión ocular. 

Como se puede ver en los resultados, la presión intraocular de los ratones 

glaucomatosos tratados con Ap4A durante la evolución de la patología se mantenía 

por debajo de los valores de PIO que se midieron de los ratones glaucomatosos 

tratados con solución salina. La monitorización de la presión intraocular es 

considerada, junto con la evaluación del estado del fondo de ojo del paciente, 

como la prueba más importante y determinante para el manejo del glaucoma 

(McMonnies, 2015). Monitorizar el efecto a largo plazo de la administración de 

Ap4A nos ha permitido hacer una simulación de lo que sería un tratamiento de un 

paciente glaucomatoso, como ya se ha podido hacer con otros fármacos, donde se 

veía un gran control sobre el avance de la patología, parando los efectos causados 

por la misma (Bhowmik, 2012).  

Por último, comprobamos el efecto que podía tener el Ap4A pre-instilado 2 

horas antes de los fármacos comerciales. Estos resultados preliminares nos 

mostraron como el Ap4A en combinación con Timoftol® y con Alphagan® hacía que 

se viera incrementado el efecto hipotensor de estos fármacos comerciales cerca de 

un 55% y un 43% respectivamente. Estos resultados nos llevan a pensar de nuevo 

en el uso de Ap4A no sólo como agente hipotensor sino como agente potenciador 

en fármacos ya empleados en la reducción de la PIO como tratamiento para el 
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glaucoma. Ha sido demostrado que la pre-instilación del Ap4A aumentaba el efecto 

hipotensor de los fármacos en animales normotensos debido a su actuación sobre 

las tight-junctions de la córnea, permeabilizándola y dejando pasar mayor 

concentración de los mismos a la cámara anterior (Loma et al., 2015). Por este 

motivo, harían falta más estudios en profundidad para ver el efecto real y total del 

Ap4A en combinación con otros compuestos, y discernir si el efecto obtenido es 

debido al efecto hipotensor del Ap4A o a una sinergia con su función 

permeabilizadora de la córnea.  

Todos estos experimentos realizados para el control de la PIO mediante el 

dinucleótido Ap4A en un modelo de hipertensión ocular, llevan a la idea de que 

esta molécula puede ser interesante a tener en cuenta para el tratamiento y 

control de la PIO en el glaucoma, siempre recordando que el tipo de glaucoma del 

ratón DBA/2J es de tipo pseudoexfoliativo, el cual llegado a un punto avanzado de 

la patología, impide el total control de los mecanismos de drenaje del humor 

acuoso a través de los receptores purinérgicos.  

5. EFECTO DEL Ap4A EN CÉLULAS MICROGLIALES: 

BV-2 Y EN LAS CÉLULAS DEL EPR HUMANO: ARPE-

19. 

Para establecer el último objetivo, que fue hacer una primera aproximación 

para comprobar si el Ap4A podía tener un efecto neuroprotector a la vez que 

hipotensor, tuvimos en cuenta varios factores: Por un lado, el efecto protector del 

Ap4A en el ojo basado en los estudios realizados en nuestro laboratorio en 

procesos ciliares de ratón (Hoyle and Pintor, 2010). Por otro, los experimentos 

llevados a cabo en microglía y diferentes células de la retina por el grupo de Julie 

Sanderson de la Universidad de East Anglia, acerca de los nucleótidos y los 

receptores P2 (Sanderson et al., 2014). Finalmente, tuvimos en cuenta la 

implicación de la señalización del sistema purinérgico en los procesos inflamatorios 

(Eltzschig et al., 2012).  
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Recientemente se ha estudiado acerca de la relación de la microglía y los 

receptores purinérgicos, y se ha llegado a la conclusión de que la elevada presión 

intraocular que se produce en el glaucoma es capaz de alterar el sistema 

purinérgico de las células de la microglía (Rodrigues-Neves et al., 2018). La 

activación de la microglía está mediada principalmente por los receptores 

purinérgicos P2Y y P2X y los receptores de adenosina. Algunos receptores P2Y, son 

capaces de hiperpolarizar la microglía lo cual se traduce en una inhibición de la 

producción de mediadores pro inflamatorios en enfermedades del sistema 

nervioso central como la esclerosis múltiple o la neuropatía periférica (Sperlagh 

and Illes, 2007). Además, en otras patologías neurodegenerativas como el 

Parkinson, ha sido establecida la relación del aumento de la expresión del receptor 

P2Y6 y la microglía (Yang et al., 2017). A pesar de la falta de viabilidad de los 

ensayos de Fura-2 AM en relación al Ap4A y a las células de la microglía (debido a la 

gran concentración requerida para valorar una respuesta sostenida por el tipo de 

experimentación) consideramos que conocer el papel del Ap4A en condiciones de 

glaucoma en estas células podría resultar de gran utilidad. 

Aunque el papel del ATP a nivel de la retina ha sido previamente estudiado 

en las células del epitelio pigmentado de la retina humana o células ARPE-19 

(Mitchell, 2001) poco se sabe acerca de la función del Ap4A en la misma. El 

conocimiento sobre el papel que juega el Ap4A a nivel de la retina en el glaucoma 

resulta de especial relevancia debido a que os diadenosina polifosfatos (ApnA) 

sirven como agentes neuromoduladores de los receptores P2 y están directamente 

relacionados con mecanismos fisiológicos en el sistema nervioso (Miras-Portugal et 

al., 1999, Delicado et al., 2006). Dichos mecanismos de modulación en la retina a 

través de los receptores P2 se realizan después de ser liberados desde las 

terminaciones nerviosas (Reigada et al., 2008).  

En nuestros experimentos, al medir la respuesta de fluorescencia en las 

células del epitelio pigmentario de la retina humana o ARPE-19 en presencia del 

Ap4A, obtuvimos una respuesta positiva. Más aún, analizando la interacción de los 

receptores de estudio P2Y1, P2Y2 y P2Y6 cuando se realizaban las mismas medidas 
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de fluorescencia en presencia de los antagonistas, se produjeron cambios en la 

liberación de calcio al medio intracelular en aquellas células que se analizaron en 

presencia de los antagonistas de los receptores P2Y1 y P2Y2. Estudios previos han 

demostrado la presencia de las ectonucleotidasas en las células ARPE-19 y que 

estos encimas están directamente relacionados con la degradación del ATP en ADP, 

cuyos efectos están mediados por los receptores P2Y1 y P2Y12 (Reigada et al., 2005). 

Al antagonizar el receptor P2Y1 se pudo observar un descenso de los niveles de 

calcio. Además, ha sido descrito que al activar el receptor P2Y2 con el agonista 

INS37217, se aumenta la reabsorción del fluido en el desprendimiento de retina 

(Maminishkis et al., 2002, Meyer et al., 2002). Esto puede ser debido a que un 

aumento en los niveles de calcio es concomitante con el aumento de marcadores 

apoptóticos. Los niveles de calcio medidos durante la experimentación del 

presente trabajo estaban significativamente incrementados con respecto a aquellas 

células que fueron tratadas únicamente con Ap4A. Como se ha comentado con 

anterioridad, los niveles de ATP elevados causan muerte celular, y que en el caso 

de nuestro modelo glaucomatoso estos niveles están significativamente elevados 

(Perez de Lara et al., 2014); en un estudio reciente acerca de la concentración del 

Ap4A en la retina de ratones glaucomatosos DBA/2J se pudo observar que esta 

estaba incrementada a los 23 meses de edad, comparándolo con los valores 

basales (Perez de Lara et al., 2018). Si tenemos en cuenta que el Ap4A es 

considerado una molécula cuya concentración se incrementa como consecuencia 

de las variaciones del entorno estos resultados sugieren que el Ap4A podría tener 

un efecto de protección en la retina. La modulación de los receptores purinérgicos, 

en particular el P2Y2 podría mantener más bajos los niveles de ATP en esta capa de 

la retina, conservándola en mejores condiciones y por lo tanto conservando a su 

vez la capa de los conos y bastones. Respecto a los resultados obtenidos cuando 

antagonizamos el receptor P2Y6, sabemos que existen estudios en estas células que 

relacionan el incremento de las citoquinas pro-inflamatorias y dicho receptor 

(Relvas et al., 2009). Sin embargo, en condiciones normales, no observamos 
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ninguna variación en la respuesta de calcio en presencia del antagonista selectivo 

P2Y6.  

En relación a la patología del glaucoma, varios estudios basados en la 

importancia de una detección precoz de la misma, muestran como la capa de 

células del EPR aparece modificada cuando se observa mediante tomografía de 

coherencia óptica (OCT) (Asaoka et al., 2017). El EPR se encarga de los fenómenos 

de absorción y reflexión de la luz, de nutrir la capa de conos y bastones y su 

correcto funcionamiento es fundamental para el proceso de la visión (Bosch et al., 

1993). Por lo tanto, una ampliación del conocimiento de esta capa de la retina 

acerca de su relación con el sistema purinérgico y el Ap4A sería interesante, 

completando los estudios a nivel de microglía o de células ganglionares. 

A la vista de nuestros resultados, es importante remarcar que consideramos 

que sería necesario completar la información obtenida a partir de estos 

experimentos, tanto en células de la microglía BV-2 como en las células ARPE-19 

mediante nuevos ensayos en condiciones que simulen el glaucoma y el deterioro 

que se produce en la retina durante el proceso de degeneración asociado al 

glaucoma para poder obtener nuevos datos que nos permitan ampliar el 

conocimiento sobre el papel del Ap4A en la retina en la patología del glaucoma.  
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CONCLUSIONES 

El objetivo de esta tesis ha sido establecer una relación entre el dinucleótido 

Ap4A y los receptores purinérgicos P2Y1, P2Y2 y P2Y6 en un modelo murino de 

glaucoma con hipertensión ocular, profundizando en el conocimiento de la 

patología y de estos receptores. Por lo tanto, del presente trabajo experimental se 

extraen las siguientes conclusiones: 

1. Los receptores purinérgicos P2Y1, P2Y2 y P2Y6 están presentes en los 

procesos ciliares de los ojos de los ratones glaucomatosos DBA/2J y 

presentan una variación con el desarrollo de la patología, que nos indica que 

estos cambios están relacionados con el aumento de la PIO y en especial 

con la elevada expresión del receptor P2Y2 encontrada a los 9 meses de 

edad. 

2. El Ap4A es capaz de reducir la PIO tanto en ratones normotensos como en 

ratones glaucomatosos, siendo esta reducción un 25% superior en los 

ratones DBA/2J comparado con los ratones normotensos C56BL/6J. 

3. El tratamiento continuado con Ap4A consigue ralentizar el aumento 

intrínseco de la PIO en los ratones DBA/2J, con tan solo una aplicación de 3 

veces a la semana durante 3 meses. 

4. En combinación con fármacos comerciales, el pretratamiento con Ap4A es 

capaz de potenciar el efecto hipotensor de estos, aportando mayor eficacia 

que cuando actúan a la vez ambos compuestos. 

5. El Ap4A puede estimular las células microgliales de ratón, provocando una 

respuesta en las mismas, lo que indica una relación entre ambos y sugiere 

un posible efecto neuroprotector del dinucleótido. 
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6. El Ap4A estimula e interactúa con las células del epitelio pigmentado de la 

retina, modulando su respuesta principalmente a través del receptor P2Y2.  

7. El dinucleótido Ap4A es un buen candidato para el tratamiento del glaucoma 

gracias a su efecto hipotensor, a su habilidad para potenciar fármacos 

comerciales y a su posible acción neuroprotectora, lo que lo convierte en un 

posible fármaco que aborda diferentes problemas asociados al glaucoma. 
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CONCLUSIONS 

 The aim of the thesis has been to establish a relationship between the 

dinucleotide Ap4A and the purinergic receptors P2Y1, P2Y2 y P2Y6 in a murine model 

of glaucoma, widening the knowledge of the pathology and these receptors. Thus, 

we can conclude that: 

1. Purinergic receptors P2Y1, P2Y2 and P2Y6 are present in the ciliary body of 

the glaucomatous DBA/2J mice eye, changing with the development of the 

pathology in these animals and suggesting that these variations are related 

to the increase of the intraocular pressure, mainly to the elevated 

expression of P2Y2 in old mice. 

2. Ap4A is able to reduce IOP in both normotensive and glaucomatous mice 

strains, but especially in DBA/2J mice (approximately 25% compared to 

C57BL/6J).  

3. The continuous treatment with Ap4A can slow down the IOP rise due to the 

pathology in DBA/2J mice by a single instillation 3 times a week for 3 

months.  

4. In combination with commercial drugs, Ap4A pre-treatment is able to 

enhance the hypotensive effect of these drugs, providing a higher efficiency 

when acting together. 

5. Ap4A can stimulate mice microglial cells causing a response into them, which 

suggests a relation among the dinucleotide and the neuroprotective effect 

of the microglia. 
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6. Ap4A interacts and stimulate the retinal pigmentary epithelium cells, 

modulating the response mainly by the P2Y2 receptor.  

7. The dinucleotide Ap4A is a good candidate for the treatment of glaucoma 

due to its hypotensive effect, its ability to enhance commercial drugs and its 

neuroprotective characteristics, making of it a potential drug that can solve 

different problems related to glaucoma. 
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